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Abstract (Dansk) 
Targeted therapeutics giver nye muligheder for behandling af en række sygdomme, herunder 
cancer. En af disse cancertyper er gastrointestinale stromale tumorer (GIST) som primært 
forårsages af en Gain-of-Function mutation genet der koder for receptor protein tyrosin 
kinasen (RPTK) c-kit. Imatinib er et medikament, der virker ved specifikt at hæmme c-Kit 
aktiviteten og anvendes til behandling af GIST-patienter. Dette review er et case study af 
targeted therapeutics med udgangspunkt i GIST. 68% af mutationerne i c-kit findes i 
juxtamembrandomænet (JM), exon 11. Disse mutationer er fordelt over hele domænet og er af 
varierende art. De resterende mutationer i exon 9, 13 og 17 er afgrænset til en eller to bestemte 
mutationer. Dette viser at, JM spiller en vigtig rolle i c-Kits normale funktion. GIST patienter, 
der ikke har mutationer i c-kit, har ofte mutationer i genet for den relaterede RPTK, platelet 
derived growth factor alpha (PDGFRA). Mutationer i disse to kinaser udelukker hinanden. 
Kliniske studier med Imatinib viser, at responsraten er afhængig af i hvilken kinase og exon 
mutationen findes. 78% af patienter med mutationer i c-kit exon 11 responderer på Imatinib, 
hvorimod kun få patienter med mutationer i exon 13, 17 og PDGFRA opnår en effekt. 
Uheldigvis udvikles der resistens mod Imatinib grundet sekundære mutationer efter 
gennemsnitligt to års behandling. Dette review konkluderer Samlet set er der behov for at 
udvikle nye medikamenter, som er mere specifikke for de enkelte mutationer eller udtænke 
alternative targeted therapeutics. 
 
 
 
 
 
Abstract (English) 
Targeted Therapeutics endows us with new possibilities in the treatment of a series of diseases, 
including cancer. One of these types of cancer is gastrointestinal stromal tumors (GIST) which 
are primarily caused by a Gain-of-Function mutation in the gene encoding the receptor protein 
tyrosine kinase (RPTK) c-kit. Imatinib is a drug that specifically inhibits the activity of c-Kit 
and is used in the treatment of GIST patients. This review is a case study of targeted 
therapeutics with its basis in GIST. Sixty eight percent of the mutations in c-kit are found in 
the juxtamembrane domain (JM), exon 11. These mutations are of varying types and are spread 
throughout the entire domain. The remaining mutations in exon 9, 13 and 17 are limited to one 
or two specific mutations. This shows that the JM plays a crucial role in the normal function of 
c-Kit. GIST patients that do not have a mutation in c-Kit often host mutations in the gene 
encoding the related RPTK, platelet derived growth factor alpha (PDGFRA). Mutations in 
these two kinases are mutually exclusive. Clinical studies with Imatinib show that the response 
rate is dependent on which kinase and exon the mutation is situated in. Eighty five percent of 
patients with mutations in c-kit exon 11 respond to Imatinib, while only very few patients 
with mutations in exon 13, 17 and PDGRFA show a response. Unfortunately, resistance 
towards Imatinib develops due to secondary mutations on average after two years of treatment. 
This review concludes that there is a need to develop new drugs that are more specific towards 
each mutation or to conceive new alternative targeted therapeutics. 
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1. Indledning 
I Danmark har antallet af cancerpatienter har været stødt stigende igennem de sidste mange 
årtier. De seneste tal fra Kræftens Bekæmpelse viser, at omkring 230.000 danskere lever med 
diagnosen cancer, og hvert år kommer ca. 33.000 nye tilfælde til [Kræftens Bekæmpelse]. 
Cancer er kendetegnet ved ukontrolleret cellevækst, og en af de mest almindelige 
behandlingsformer er kemoterapi. Konventionel kemoterapi er en cellegift, der angriber celler 
der deler sig hurtigt. Som udgangspunkt dræber kemoterapi syge såvel som raske celler, men da 
cancerceller deler sig oftere end raske celler, rammes disse hårdere. Kemoterapiens manglende 
differentiering mellem raske og syge celler er således skyld i de mange bivirkninger, som 
patienter i behandling oplever. Det ville derfor være ideelt at udvikle en behandling, som kun 
angriber de syge celler.  
 
Gennem de senere år har man fået ny og mere detaljeret viden omkring de 
molekylærbiologiske sammenhænge i- og imellem celler. Denne viden kan udnyttes til at finde 
andre og mere specifikke behandlingsmuligheder, såkaldte targeted therapeutics (TT’er). 
Populært sagt prøver man at skræddersy behandlingen til den enkelte lidelse og/eller den 
enkelte patientgruppe, således at den bliver mere målrettet, har færre bivirkninger og risikoen 
for udviklingen af resistens minimeres. Med disse nye muligheder håber man at gøre 
behandlingen mere effektiv samt at mindske antallet af bivirkninger, således at det i fremtiden 
bliver muligt at helbrede sygdomme, som man i dag ikke har nogen behandling for.  
 
For at man kan udvikle et TT må struktur og virkning af det specifikke target-protein kendes. 
Target-proteinet er det, som er muteret og forårsager canceren. På baggrund af dette kan man 
udvikle et TT, som hæmmer aktiviteten ved at binde direkte til target-proteinets aktive site, 
eller ved at binde udenfor det aktive site og ændre proteinets konformation, således at 
aktiviteten hæmmes. Det ideelle er at udvikle TT på baggrund af target-proteinernes struktur 
og virkemåde. Processen i at klarlægge et proteins struktur og funktion er imidlertid dyr og 
langsommelig, og det kan være svært at vide, præcist hvordan et TT virker i cellen. Selv om 
stoffet er tilpasset strukturelt og testet in vitro, er der ingen garanti for, at det virker in vivo. 
Det kan derfor være svært at forudse eventuelle krydsreaktioner, og dermed bivirkninger, som 
stoffet kan give ved indtagelse.  
 
Imatinib (Glivec®, Novartis Pharmeceuticals, Basel Sweitz) er et eksempel på et af de første 
TT’er, og det er den dag i dag arketypen på TT på grund af dets enestående effekt på kronisk 
myoloid leukæmi (CML) [Smith, 2006]. Vi vil i denne rapport bruge behandlingen af 
Gastrointestinale stromale tumorer (GIST) med Imatinib, som et eksempel på anvendelse af 
molekylærbiologisk viden til behandling med TT. GIST er kendetegnet ved at have en mutation 
i receptor protein tyrosin kinasen (RPTK) c-Kit og vi vil derfor fokusere på c-Kit, som er 
target–protein for Imatinib. 
 
Denne rapport er et review, som præsenterer den nyeste viden om årsagen til GIST samt 
mulighederne for behandling. Rapporten lægger specielt vægt på mulighederne inden for TT, 
med Imatinib som case study. I de første afsnit forklares c-Kits normal-funktion og de 
pathways, den aktiverer. Herefter fokuseres der på mutationer, idet GIST-patienter ofte har en 
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mutation i c-Kit kinasen. Den næst hyppigste årsag til GIST er en mutation i den relaterede 
kinase platelet derived growth factor receptor alpha (PDGRFα). Denne vil ligeledes blive 
beskrevet. Vi vil med fokus på c-Kit undersøge hvordan mutationer kan ændre på aktiviteten af 
vildtype kinasen. Til sidst gennemgås de nuværende behandlingsmuligheder. Formålet med 
rapporten er således at oplyse om baggrunden for udvikling af GIST, samt mulighederne inden 
for behandling. Vi håber også at kunne inspirere til et udbygget samarbejde mellem læger og 
molekylærbiologer, således at den nye molekylærbiologiske viden kan udnyttes til at udvikle en 
mere målrettet behandling. 
 
 
Læsevejledning 
Læseren gøres opmærksom på at fremmedord står i kursiv. Gener betegnes ofte med samme 
navn som det protein, det koder for. For at gøre det lettere at skelne imellem gener og 
proteiner, skrives genet i kursiv. I rapporten bruges præfixet ”p” som notation for, at et givent 
molekyle er fosforyleret. Bagerst findes en liste over de forkortelser, der anvendes i teksten.   
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2. Gastrointestinale Stromale Tumorer (GIST) 
GIST’er er sjældne, men det er dog den mest almindelige cancertype med oprindelse i 
mesenkyme stamceller, i fordøjelsessystemet [Shinomura et al., 2005]. Mesenkyme celler er 
udifferentierede stamceller, der kan differentiere sig til osteoblaster (danner knogle-matrix), 
chondrycytter (danner brusk), adipocytter (fedtceller) og myocytter (danner muskelceller). De 
mesenkyme stamceller kan yderligere differentieres til en type muskelceller kaldet interstitial 
cells of Cajal (ICC) [Michalopoulos et al., 2004]. Disse celler er en form for ”pacemaker” celler, 
der styrer de peristaltiske bevægelser, og findes derfor spredt i et netværk i hele 
fordøjelsessystemet. GIST har sin oprindelse i ICC, eller stamcelle forløbere til disse 
[Shinomura et al., 2005].  
 
I den vestlige verden ligger frekvensen af nye tilfælde pr. år mellem 0,65 og 1,46 pr. 100.000 
indbyggere [Rubio et al., 2006; Parfitt et al., 2006]. I Danmark ses der ca. 50 ny tilfælde om året 
[Kræftens Bekæmpelse B], hvilket svarer til en frekvens på 0,92 pr. 100.000 indbyggere pr år. 
Gennemsnitsalderen for de ramte er ca. 60 år [Nilsson et al., 2005; Tran et al., 2005; Meittinen 
og Lazota, 2006; Dematteo, 2002]. Det ser ikke ud til, at der er signifikant kønsmæssig forskel i 
fordelingen af nye tilfælde. 50-60% af tumorerne findes i mavesækken og ca. 35% i 
tyndtarmen. Tyktarmen/endetarmen samt omentum (hinde, der omgiver organer i mave-tarm 
regionen) udgør hver ca. 5% [Rubio et al., 2006; Parfitt et al., 2006; Meittinen og Lazota, 2006]. 
Der er dog også set primære GIST’er i lever, galdeblære, bugspytkirtel, urinblære samt et enkelt 
tilfælde i svælget [Parfitt et al. 2006; Siddiq et al., 2004]. Sygdommen opdages ofte ved 
blødninger i fordøjelseskanalen, forstoppelse eller smerter, der minder om dem, der opleves ved 
blindtarmbetændelse. Mindre GIST’er bliver ofte fundet ved et tilfælde under operationer eller 
andre undersøgelser af mave-tarmkanalen. 40-50% af de GIST’er, der konstateres i tyndtarmen 
er maligne. For de resterende GIST’er er dette tal dog kun 20-25% [Meittinen og Lazota, 2006].  
 
Indtil 1970’erne troede man, at GIST stammede fra glatte muskelceller, og de blev derfor kaldt 
leiomyomas og leiomysarcomas, som er undergrupper af smooth muscle tumorer. 
Elektronmikroskopiske undersøgelser samt immunhistokemiske undersøgelser viste senere, at 
dette ikke var tilfældet, og udtrykket stromal tumor blev indført i 1983. Hirota et al. viste i 
1998, at 94% af GIST’er udtrykte en RPTK, kaldet c-Kit, på celleoverfladen [Hirota et al., 1998]. 
Sekventering af c-kit fra disse tumorer viste, at genet var muteret. In vitro forsøg med det 
muterede c-Kit viste ligand-uafhængig kinaseaktivitet, og in vivo forsøg i mus resulterede i 
udvikling af tumorer efter injektion af muteret c-Kit. Endvidere mente Hirota et al., at det var 
sandsynligt, at GIST stammede fra ICC’er, idet disse celler er de eneste i mave-tarm regionen, 
der udtrykker c-Kit. Konklusionen var derfor, at GIST måtte være ICC neoplasmer [Hirota et 
al., 1998], opstået på grund af en Gain-of-Function mutation i c-Kit. Dermed var forbindelsen 
mellem GIST og c-Kit etableret. I dag kan man ved hjælp af immunhistokemiske metoder 
diagnosticere GIST ganske præcist. I appendiks 1 findes en beskrivelse af de metoder, der 
benyttes til diagnosticeringen.   
 
I 2003 blev det vist, at de GIST’er, der ikke har en mutation i c-kit, ofte har en Gain-of-
Function mutation i genet, der koder for en anden tyrosin kinase - PDGRFα [Shinomura et al., 
Imatinib til behandling af GIST                                                                       Molekylærbiologi, Modul 1, 2006 
 
 
 8
2005]. Begge disse mutationer udmønter sig i unormal høj tyrosin kinase aktivitet, hvilket kan 
føre til øget cellevækst og undertrykkelse af apoptose. På denne måde kan der dannes 
neoplasmer.  
 
Den primære behandling af GIST, er operation, men siden år 2000 har det været muligt at blive 
behandlet med Imatinib, et medikament der specifikt hæmmer enkelte tyrosinkinaser, blandt 
andet c-Kit. Imatinib har været ganske banebrydende i behandlingen af denne type tumorer, da 
konventionel kemoterapi ikke har vist nogen nævneværdig virkning [Goh et al., 2006]. 
Udvikling af TT’er som Imatinib menes at være fremtiden inden for medicinsk cancer-
behandling. 
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3. Struktur, signalering og regulering af c-Kit 
Omkring 1,7 procent af de humane gener koder for protein kinaser [Manning et al., 2002]. 
Protein kinaser spiller en vigtig regulatorisk rolle i en lang række processer, bl.a. cellevækst og 
apoptose. I dette afsnit ligges der vægt på at beskrive den kemiske opbygning af c-Kit og de 
enkelte domæners funktion. Strukturen af c-Kit er interessant i henhold til udviklingen af 
medikamenter til behandling af GIST’er, idet strukturen afslører hvilke molekyler, der kan 
binde til proteinet og således ændre aktiviteten. Det er ligeledes vigtigt at kende strukturen, for 
at få en forståelse af hvorledes mutationer påvirker funktion af c-Kit. 
 
3.1 c-Kit 
En kinase er et enzym der katalyserer følgende reaktion: 
 
 
2+MgATP  Protein  pProtein ADP+ → +  
 
 
Den yderste fosfatgruppe på ATP overføres til et substrat; en proces kaldet fosforylering. c-Kit 
er en tyrosin-kinase, dvs. at den fosforylerer sit substrat på aminosyren tyrosin. Reaktionen 
ovenfor ser derfor således ud for tyrosin-kinaser:  
 
 
2+MgATP Tyr  pTyr ADP+ → +  
 
 
c-Kit er et membranbundet 976 aminosyre stort protein med en ekstracellulær receptor. 
Liganden for c-Kit er stamcelle-faktor, SCF (Steel factor, stem cell factor [Roskoski, 2005 (A)]). 
SCF findes, under normale fysiologiske omstændigheder hovedsageligt som en ekstracellulær 
monomer, men bliver først funktionel, når den dimeriserer til en ikke-kovalent homo-dimer 
[Zhang et al., 2000], dvs. at de to monomerer holdes sammen af hydrofobe kræfter og svage 
bindinger. Idet dimeriseringen af to SCF monomerer er en dynamisk proces, kan processen 
have en vigtig regulatorisk rolle i c-Kit aktiveringen [Zhang et al., 2000]. SCF bindes til to c-Kit 
kinaser, hvilket ligeledes får de to kinaser til at dimerisere, se figur 3.1. Drivkraften bag kinase-
dimeriseringen tænkes at være et resultat af en simultan binding af et dimerisk SCF-molekyle 
til to monomeriske kinaser [Rönnstrand, 2004]. Dette skaber en konformations-ændring, der 
trækker kinaserne tættere sammen. 
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Figur 3.1 Skematisk fremstilling af SCF induceret aktiveringen af c-Kit [Rubin, 2006]. 
 
Bindingen af SCF bevirker, at kinaserne autofosforylerer, hvilket bevirker at de to monomerer 
fosforylerer hinanden (trans-fosforylering); hver kinase virker både som substrat og enzym for 
hinanden. I en transfosforylering sker fosfatgruppe-overførslen fra ATP fra én kinase til en 
anden. I en cis-fosforylering sker der derimod en intern overførsel af en fosfatgruppe indenfor 
samme c-Kit. Når dimeren er fosforyleret, sker der en konformationsændring, således at kinase-
dimeren kan fosforylere forskellige target-proteiner. Aktiveringen af target-proteiner medfører 
en kaskade af reaktioner videre ind i cellen. Disse omtales nærmere i afsnit 3.2 og 3.3. I det 
følgende baskrives de enkelte domæners struktur og funktion. 
 
Struktur og funktion af de enkelte domæner 
Protein kinaserne inddeles i 10 forskellige undergrupper (typer), hvoraf c-Kit er en type III 
kinase, karakteriseret ved at have fem immunoglobulin-lignende (Ig-lignende) domæner, en 
enkel trans-membran helix, et autoinhibitorisk JM, samt et cytoplasmisk kinase domæne, der er 
splittet op af et kinase insert domæne (KID) [Mol et al., 2004; Zhang et al., 2000]; se figur 3.2. 
Dette betyder at kinasen har to kinasedomæner, hvor kinasedomæne 1 binder ATP og 
kinasedomæne 2 binder substratet.  
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Figur 3.2 c-Kits opbygning. Illustration af organisationen af de forskellige domæner i c-Kit (Ig, 
immunoglobulin; AL, activation loop.). Fra toppen: (N-terminalen) 5 Ig-lignende domæner, det 
transmembrane segment, juxtamembrandomænet, det første kinase domæne, kinase insert 
domænet (KID), og til sidst det andet kinase domæne [Modificeret fra Roskoski., 2005 (B)]. 
 
SCF bindes til de Ig-lignende domæner 2 og 3 [Roskoski et al., 2005 (B)]. Det 4. Ig-lignende 
domæne er vigtigt for receptorens dimerisering. Det 5. Ig-lignende domæne er ansvarligt for, at 
der sker en proteolytisk kløvning af receptoren fra cellens overflade, dette er dog kun vist in 
vitro. Den proteolytiske kløvning udføres af en protease, men indtil videre ved man ikke, 
hvilken protease der udfører kløvningen [Broudy et al., 2001]. Kløvningen sker efter, at SCF er 
blevet bundet til kinasen og således har igangsat de intracellulære signalrækker (pathways). 
SCF kløves efterfølgende fra den frie c-Kit receptor af en protease kaldet Chymase [Longley et 
al., 1997], se figur 3.3. Frie c-Kit receptorer kan binde SCF in vitro og modvirke SCF-aktivitet. 
Denne mekanisme menes at have stor regulatorisk betydning for bioaktiviteten af SCF [Broudy 
et al., 2001]. 
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Figur 3.3. A) viser den proteolytiske kløvning af c-Kit receptorerne fra celleoverfladen in vitro. 
Proteasen der udfører kløvningen, kendes endnu ikke. B) Dette betyder at receptoren findes frit i den 
ekstracellulære matrix bundet til en SCF dimer. C) En protease kaldet Chymase tiltrækkes og kløver 
bindingen imellem c-Kit-receptorer og SCF. D) Receptordelen af c-Kit samt SCF findes nu frit i den 
ekstracellulære matrix. 
 
Udover de fem Ig-lignende domæner, er det karakteristisk for type III RPTK, at de har et enkelt 
transmembran-segment og et JM, der virker som autoinhibitor når kinasen ikke er blevet 
aktiveret af en udefrakommende ligand. Den præcise mekanisme i autoinhiberingen forklares 
senere. KID fungerer som et sted hvor flere slags proteiner kan lægge til, og initiere c-Kits 
intracellulære signalering [Roskoski, 2005 (B)]; disse omtales nærmere i afsnit 3.2. De vigtigste 
segmenter i c-Kit er angivet med aminosyre nr. i tabel 3.1.  
 
Tabel 3.1. Oversigt over vigtige aminosyrer i det humane c-Kit [Modificeret tabel fra Roskoski, 2005 (B)] 
Residue or motif 
Signal sequence……………………………………....1–22 
Extracellular domain…………………………………23–520 
Transmembrane segment…………………………….521–543 
Juxtamembrane domain……………………………...544–581 
JM phosphorylation sites…………………………….568, 570 
Protein kinase domain………………………………..582–937 
Glycine-rich nucleotide-binding loop………………..596–601 
Phosphate-binding lysine…………………………….623 
αC-Helix glutamate…………………………………..640 
Kinase insert domain………………………………....685–761 
Kinase insert domain phosphorylation sites………….703, 721, 730 
Catalytic aspartate……………………………………792 
Catalytic loop (HRDLAARN)……………………….790–797 
Activation loop beginning: DFG……………………..810–812 
Activation loop end: APE…………………………….837–839 
Activation loop pTyr………………………………….823 
C-terminal phosphorylation site………………………900, 936 
Number of encoded amino acids……………………...976 
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Protein kinaser er kendetegnet ved at have et aktivt site med en bilobed struktur. I c-Kit består 
det aktive site af et lille N-terminal lobe (aminosyre 582-671) og et stort C-terminal lobe 
(aminosyre 678-953), se figur 3.4. Den lille N-terminal lobe består overvejende af antiparallelle 
β-sheets, hvorimod den store C-terminal lobe hovedsagligt består af α-helixer. Begge lobes har 
en polypeptidkæde som stikker ud, og som kan være i en aktiv- eller en ikke-aktiv 
konformation. I den lille N-terminal lobe er det en α-helix, der kan være aktiv eller inaktiv, og 
denne kaldes for control-helix (på figuren kaldet C-helix). I den store C-terminal lobe er det 
aktivation loop (A-loop; se figur 3.4) der kan ændre konformation [Roskoski, 2005 (B)]. A-
loop’et har stor betydning for kinaseaktiviteten. A-loop’et begynder (i næsten alle protein 
kinaser, inklusiv c-Kit) med DFG (Asp/Phe/Gly; 810–812) og slutter med APE (Ala/Pro/Glu; 
837–839). Asp810 binder Mg2+, som stabiliserer de to inderste fosforgrupper på ATP [Roskoski, 
2005 (B)]. 
 
 
Figur 3.4. Struktur af aktiv og autoinhibiteret c-Kit. Figuren viser kun den intracellulære del af kinasen, 
dvs. hverken den transmembrane- eller extracellulære del er med. Kinase Insertion Domæne (KID), A 
loop: Aktiverings loop (grøn), N og C termini, α–helix (blå), β-strand (rav), loops (blåviolet), C-helix 
(guld) og JM (rød). Det aktive center har bundet ATP (blå) og Mg2+ ion (lyserød) [Roskoski, 2005 (B)]. 
 
Det lille lobe (N-lobe) er involveret i bindingen og orienteringen af ATP. Det store lobe (C-
lobe) er ansvarligt for bindingen af substrat, men A-loop’et er også indblandet i bindingen af 
ATP.  
 
I kløften mellem det store og det lille lobe findes det aktive site i enzymet, hvis vigtigste del er 
det katalytiske loop (aminosyre 790–797). Asp792 er den katalytisk aktive aminosyre, som binder 
substrat-tyrosinet. Asp792 katalyserer således fosfatudvekslingen fra ATP til substratet [Mol et 
al., 2004]. Kløften kan enten være åben eller lukket, hvilket afgøres af de to lobers bevægelser i 
forhold til hinanden. For at ATP kan komme ind til det aktive center skal kløften være åben, 
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hvilket også er gældende når ADP skal forlade det. Omvendt er den lukkede form vigtig, for at 
bringe aminosyrene tæt sammen, så de bliver katalytisk aktive. Af denne grund vil alle 
processer der blokerer for samspillet mellem den åbne og lukkede form være inhiberende 
[Roskoski, 2005 (B)]. I den aktive konformation bindes substratet (target-proteinet) i det aktive 
site, fosforyleres og igangsætter signalrækken inde i cellen. Herunder præsenteres først den 
autoinhiberede konformation af c-Kit, og derefter den aktive konformation.  
 
Autoinhiberet konformation  
Når c-Kit er i den autoinhiberede konformation skyldes det, at JM er placeret således, at det 
blokerer for samspillet mellem de to lobes. JM er cis-fosforyleret på flere tyrosin molekyler så 
den danner en ”lynlås”, som ligger lynet sammen med N-lobe’et [Roskoski, 2005 (B)].  
Blokeringen af samspillet mellem de to lobes påvirker også positionen af C-helixet og A-loop’et. 
A-loop’et kan ikke opnå dets udvidede konformation og krølles sammen. Det opnår derved en 
slags hårnålestruktur. A-loop’et, som stikker ud fra det store lobe (C-lobet), folder bagover og 
længere ind i lobet. Asp810 (fra DFG segmentet, som er startsekvensen af A-loop’et) bindes til 
den positivt ladede sidegruppe på Arg815 som også er del af A-loop’et. I den aktive 
konformation, binder A-loop’et Asp810 en Mg2+-ion, og denne stabiliserer bindingen af α- og β-
fosfatgrupperne i ATP [Mol et al., 2003]. I den autoinhiberede konformation er ATP-binding 
derfor ikke mulig, idet sidegruppen af Asp810 ikke er i stand til at binde Mg2+ og herved bindes 
der intet ATP. Yderligere danner hydroxylgruppen på det ikke-fosforylerede Tyr823 i A-loop’et 
en hydrogenbinding til det katalytiske aktive Asp792 (i kinase-domæne 2). Denne 
hydrogenbinding forebygger bindingen af target-proteiner i det aktive site. A-loop’et virker 
således som et pseudosubstrat i det aktive site [Mol et al., 2004].  
Overordnet set kan tilbagefoldningen af A-loop’et sammenlignes med en strikkepind som man 
stikker i en lås. Nøglen (targetproteinet og til dels ATP) har ikke adgang til låsen så længe 
strikkepinden (A-loop’et) sidder der, og døren kan ikke låses op. Enzymet er kemisk set optaget 
af et substratmolekyle og kan derfor ikke modtage et rigtigt target-protein. 
 
Aktiv konformation 
JM’et er ansvarlig for, at kinasen aktiveres når SCF bindes, idet JM er ansvarlig for at A-loop’et 
flyttes fra det aktive site, så samspillet imellem den store og lille lobe igen er muligt. 
Dimeriseringen medfører en transfosforylering af to tyrosin residues (Tyr568 og Tyr570) i JM, se 
figur 3.5. 
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Figur 3.5. Skematisk tegning af c-Kit dimeren i sin aktive konformation. SCF (brun og lyseblå) er 
bundet til c-Kit, bindigerne imellem SCF of c-Kit dog ikke er vist. De fem Ig-lignende domæner 
ses. Det Ig-lignende domæne 2 på hver monomer er bundet sammen ved to transfosforylerede 
tyrosin-residues. Intracellulært transfosforylerer JM-domænerne, og dette medfører at kinasen er 
aktiv, og kan fosforylerer targetproteiner. c-Kit aktivitet fører til intracellulære signal kaskader der 
resulterer i cellevækst [Mol et al., 2003]. 
 
Når de pågældende tyrosin molekyler er fosforylerede af c-Kit partnermonomeren, fastholdes 
den store og den lille lobe  i den enkelte c-Kit kinase ikke længere i en statisk position og begge 
monomerer af c-Kit dimeren er aktive [Roskoski, 2005 (B)]. Efterfølgende transfosforyleres A-
loop´ene på Tyr823 hvilket også er vigtigt for aktiveringen, idet det katalytisk aktive Asp792 
frigives. c-Kit transfosforylerer hinanden på tre tyrosin residues i KID-segmentet og dette 
tiltrækker andre kinaser og proteiner, som alle udgør gruppen af targetproteiner for c-Kit 
aktivitet. Hvilke proteiner, der bindes til c-Kit, afhænger af hvilke tyrosin-residues, der er 
transfosforylerede. Det lille lobe modtager et ATP molekyle, og det store lobe modtager et 
target-protein. Target-proteinet fosforyleres (lukket konformation), og det fosforylerede 
protein samt ADP forlader kinasen, og en ny reaktion kan begynde. Kinasen er aktiv så længe 
Tyr568 og Tyr570 på JM er fosforylerede. 
 
Mutationer i aminosyresekvens  
I alle enzymer kan der ske en mutation, som ændrer enzymets aktivitetsniveau. En mutation 
kan være mere eller mindre betydende for enzymaktiviteten, men mutationer i det katalytisk 
aktive center er oftest afgørende.  
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En mutation i JM har ofte stor betydning. Aminosyresekvensen i JM i forskellige type III 
tyrosin kinaser er meget ens. Dette betyder at den samme mutation i JM på forskellige type III 
kinaser vil resultere i den samme defekt. En mutation i JM er altså kritisk, idet den kan ændre 
på evnen til at autoinhibere. Hvis JM ikke kan ”lynes sammen” med N-lobet, vil det betyde at 
c-Kit dimeren ikke kan blive autoiniberet og konstant vil trans-fosforylere og sende signaler 
videre inde i cellen.  Dette kan føre til hæmning af apoptose og til proliferation, hvilket, 
afhængigt af celletype, kan føre til GIST.  
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3.2 Signalering via aktivering af c-Kit  
c-Kit aktiverer en række forskellige intracellulære pathways, hvoraf de vigtigste vil blive 
præsenteret i dette afsnit. Fælles for de fem nedenstående pathways er, at alle initieres ved 
bindingen af SCF til c-Kit. Disse pathways beskrives, da det er vigtigt at kende konsekvenserne, 
af en fejl i reguleringsmekanismen. Dette er en nødvendighed for at kunne forstå, hvorfor de 
muterede konstituitivt aktiverede c-Kit kan få fatale følger. Ligeledes er det vigtigt at kende til 
de enkelte pathways, for at kunne forstå, hvordan man er i stand til at regulere og behandle 
disse muterede RPTK, samt for at få idéer til nye alternative steder for indgreb til behandling af 
GIST. Vi har ikke fundet det nødvendigt at gå i dybden med hvilke gener, der aktiveres inde i 
cellekernen som følge af c-Kit-aktivering, eller hvilke pathways genprodukterne initierer. Vi 
har kun valgt at fokusere på hvilken betydning aktiveringen af proteinerne i c-Kits pathways 
har for cellen. Årsagen til dette er, at det ofte er mest hensigtsmæssigt at regulere en pathway 
så tidligt som muligt. 
 
JAK/STAT pathway 
Janus kinaser (JAK) er cytoplasmatiske tyrosinkinaser som kan aktiveres af bl.a. RPTK’er. 
Aktivering af c-Kit medfører en fosforylering af JAK2, som herefter fosforylerer adskillige 
kinaser i familien Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT). De STAT kinaser, 
der aktiveres af JAK2, er STAT1α, -3, -5A og -5B [Reber et al., 2006]. Fosforylerede STAT’er 
bindes sammen til homodimerer eller heterodimerer. Aktiveringen af denne pathway fører til 
gentranskription der øger proliferationen, idet STAT-dimeren bevæger sig ind i cellekernen, 
hvor den promoverer transkription af target-DNA [Schlessinger, 2000]. Det tyder på at STAT3 
spiller en rolle i RPTK mutagenese, idet hyperaktivering af f.eks. c-Kit medfører en konstant 
dimerisering af STAT3, som fører til hypertranskription og tumordannelse pga. øget cellevækst 
[Schlessinger, 2000]. Se figur 3.6. 
 
 
 
Figur 3.6. JAK/STAT pathway. Aktivering af cytoplasmatiske JAK fører til aktivering af STAT-proteiner, 
som øger proliferationen. 
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MAPK pathway (Mitogen aktiverede protein kinaser) 
Dimeriseringen af de to c-Kit receptorer tiltrækker adaptorproteinet Grb2 (Growth factor 
Receptor-Bound 2). Grb2 bindes til c-Kit, via sit Src homology 2 (SH2) domæne, på fosforyleret 
Tyr703 eller Tyr936. SH2, er et domæne, som binder specifikt til fosforylerede tyrosiner. SH2 
består af en veldefineret aminosyre-sekvens, på ca.100 aminosyrer, og findes i en lang række 
intracellulære signal-molekyler [Wollberg et al., 2003]. Gbr2 ligger i et kompleks med et 
inaktivt protein, Son of sevenless (Sos), som er en guanin nukleotid udvekslingsfaktor, der 
letter udvekslingen af GDP med GTP [Rönnstrand, 2004]. Når Grb2/Sos komplekset aktiveres 
af c-Kit, aktiverer Sos proteinet Ras. Ras-proteinet er inaktivt, når det er bundet til GDP. 
Interaktionen med Sos gør, at GDP bliver udskiftet med GTP hvorved Ras aktiveres. Det aktive 
Ras fosforylerer en protein serin/threonin kinase, Raf-1. Raf-1-kinasen fosforylerer to kinaser, 
mitogen cellular signal regulated kinase (MEK)-1 og MEK-2. MEK-1/-2 kinaserne aktiverer ved 
fosforylering extracellular regulated kinase (ERK) -1 og ERK-2, der ligeledes er kinaser. 
Aktiverede ERK’er dimeriserer og allokeres til nukleus [Rönnstrand, 2004]. I nukleus 
fosforylerer ERK-dimeren transkriptionsfaktorer, hvis aktivitet derved bliver reguleret og 
påvirker gentranskriptionen. Dette medfører at proliferationen øges og apoptose nedreguleres. 
Se figur 3.7. 
 
 
Figur 3.7. MAP-kinase pathway. Signal transduktion via Ras/Raf/Mek/Erk påvirker gentranskriptionen, 
således at apotose hæmmes og proliferation øges. 
 
Imatinib til behandling af GIST                                                                       Molekylærbiologi, Modul 1, 2006 
 
 
 19
 
PI3K pathway 
Fosfatidylinositol-3-kinaser (PI3K) er involveret i mange processer bl.a. celleoverlevelse, 
kemotaxis, og DNA syntese [Roskoski, 2005 (A)]. PI3K repræsenterer en klasse af lipid-kinaser, 
der fosforylerer phosphatidylinositol-4,5-difosfat (PIP2) til fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat 
(PIP3) [Rönnstrand, 2004]. Der findes flere klasser af PI3K (I, II og III), hvoraf den første klasse 
er delt op i to underklasser (IA og IB) [Forster et al., 2003]. Vi vil her behandle underklassen 
IA, da disse enzymer har stor betydning for RPTK’ers intracelluære signalering.  
 
Klassen af IA PI3K er heterodimerer, som består af en katalytisk del (p110) og en regulatorisk 
del (p85) [Roskoski, 2005 (A)]. Den regulatoriske subunit (p85) af PI3K er i stand til at binde sig 
til fosforylerede Tyr721 residues på aktiverede RPTK’er via et eller to af deres SH2 domæner. 
Når den regulatoriske subunit bindes, medfører det interaktioner mellem de to subunits, 
hvorved den katalytiske del bliver allosterisk aktiveret. Herved fosforylerer kinasen sit substrat, 
PIP2, til PIP3, hvilket aktiverer en fosfoinositid-afhængig protein kinase (PDK). Denne er i 
stand til at fosforylere og derved aktivere Akt, som er en serin/threonin kinase. Et substrat for 
Akt er det pro-apoptotiske protein Bad, som efter fosforylering ikke længere er i stand til at 
fremme apoptose, og cellens overlevelse øges derved [Roskoski, 2005 (A)]. Se figur 3.8. 
 
 
Figur 3.8. PI3-kinase pathway. Aktivering af PI3K fører til øget celleoverlevelse. PI3K 
(phosphatidylinositol 3-kinase), PIP3 (3-phosphoinositide), PDK (phosphoinositide-afhængige protein 
kinase). 
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Src kinase pathway 
Scr familien er en gruppe af kinaser der associerer med aktiveret c-Kit, og derved aktiverer 
andre signalmolekyler inde i cellen. Scr-familien består bl.a. af et katalytisk domæne og et SH2 
domæne [Abram og Courtneidge, 2000]. Den aktiverede c-Kit er i stand til at interagere med 
Src-familien på Tyr568 på JM [Wollberg et al., 2003]. Kinaser fra Src-familien er involveret i en 
række processer, bla. adhæsion, celleoverlevelse og proliferation. [Rönnstrand, 2004]. 
Aktivering af Scr-familien kan også føre til kemotaxis, hvilket betyder at cellen bevæger sig 
mod eller væk fra en given kemiosmotisk gradient. [Reber et al., 2006] SFK har også betydnig 
for MAPK’s pathway’en, da de er involveret i rekruteringen af Grb-Sos komplekser, som er 
nødvendig for aktiveringen af Ras. [Rönnstrand, 2004] 
 
PLC-γ 
Fosfolipase Cγ (PLCγ) aktiveres af c-Kit, og hydrolyserer herefter sit substrat PIP2. I denne 
pathway hydrolyseres PIP2, mens det i PI3K-pathway’en fosforyleres. Det tyder derfor på, at de 
to pathways konkurrerer om PIP2. Produktet af hydrolysen er to second messenger-molekyler 
[Schlessinger, 2000], som bindes til specifikke intracellulære receptorer, der stimulerer 
frigivelse af Ca2+-ioner fra ionkanaler i det Endoplasmatiske Reticulum (ER) og i 
cellemembranen [Ma et al., 2003]. Fire Ca2+-ioner binder til og aktiverer calmodulin. Aktivt 
calmodulin aktiverer calmodulin-afhængige protein kinaser (CaMK), som inducerer adskillige 
transkriptionsfaktorer [Schlessinger, 2000]. Disse transkriptionsfaktorer aktiverer gener, hvis 
aktivitet resultarer i proliferation og nedsat apoptose [Lennartsson, 2005], se figur 3.9. Det er 
fortrinsvist de andre pathways, beskrevet i dette afsnit, som fører til udvikling af tumorer. 
 
 
Figur 3.9. PLCγ aktiveres af c-Kit, hvilket resulterer i hydrolyse af PIP2. Dette bevirker, at de to 
spaltningsprodukter (messenger molekyler) medvirker til at Ca2+ frigives fra ER. Ca2+ aktiverer 
Calmodulin, som aktiverer CaM-kinaser (CaMK), hvilket resulterer i nedsat apoptose og øget celle 
overlevelse. 
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I GIST er alle eller enkelte af de nævnte pathways opregulerede, på grund af at c-Kit er 
konstitutivt aktiveret. Cellen har dog naturligt nogle hæmmere af c-Kit. Disse ser vi nærmere 
på i næste afsnit. 
3.3 Naturlige hæmmere af c-Kit signaler 
I cellerne findes der en række molekyler, der nedregulerer de signaler c-Kit udsender. For at 
cellen kan kontrollere et specifikt signal, må alle disse signaler og pathways reguleres. I dette 
afsnit beskrives nogle af de naturligt forekommende molekyler, der hæmmer c-Kit pathways i 
signaltransduktionen, samt en kort beskrivelse af hvorledes dette foregår.  
 
SHP familien 
Protein-tyrosin fosfatasen SHP-1 (Src Homology Phosphatase-1) findes primært i de 
hæmatopoetiske og epitheliale celler hvor de fungerer som nedregulatorer af vækstfaktor 
signalering, herunder c-Kits signalering. SHP-1 bindes til den fosforylerede aminosyre Tyr570 i 
JM-domænet af c-Kit [Roskoski 2005 (A); Reber et al., 2006]. Herved sker der en 
defosforylering af tyrosin molekylerne og c-Kit bliver inaktivt [Mol et al., 2004]. Dette betyder 
i praksis, at hvis en celle ikke kan syntetisere SHP-1, vil dette forhindre c-Kit i at blive 
inaktiveret, hvilket vil ødelægge den regulatoriske balance af c-Kit. SHP-1 er ikke det eneste 
protein, der inaktiverer c-Kit. Dette sker også når SHP-2, en anden protein tyrosin fosfatase, 
binder sig til den fosforylerede aminosyre Tyr568 [Roskoski, 2005 (A)]. SHP-2 findes, i 
modsætning til SHP-1, i mange forskellige celletyper og virker også på andre signalveje end 
dem der regulerer vækstfaktorer. Da både Src-kinaserne og SHP-2-fosfatasen tiltrækkes og 
bindes på pTyr568, betyder det at et enkelt tyrosin kan virke som bindings-site for flere 
signaltransductionsmolekyler [Wollberg et al., 2003]. 
 
SOCS familien 
Suppressors Of Cytokine Signaling (SOCS) virker, som navnet antyder, ved at hæmme 
cytokinsignalering. Cytokiner fungerer som kemiske signaler mellem celler bl.a ved dannelse af 
erythrocytter, men har også en essentiel rolle ved celledeling. SOCS-1 hæmmer c-Kit 
kinaseaktiviten ved at hæmme JAK/STAT pathwayen, der blandt andet aktiveres af c-Kit. SH2 
domænet på SOCS-1 binder sig til aktiveringsloopet på JAK2 kinasen. Denne binding medfører 
et fald i aktiviteten af JAK2 kinasen og dermed en nedsat proliferation. Se figur 3.10 [Rottapel 
et al., 2002].  
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Figur 3.10. SOCS-1 bindes via sit SH-2 domæne til JAK2 kinasen (her vist som JAK) hvilket medfører 
nedsat aktivitet af JAK2 kinasen og i sidste ende nedsat profliferation.   
 
SOCS-1´s SH2-domænet på SOCS1 kan også binde sig direkte til c-Kit. Bindingen sker på det 
ikke-katalyserende substratbindingsområde KID. Dette betyder, at det ikke er den katalytiske 
effekt af c-Kit der hæmmes [Rottapel et al., 2002].  
 
SOCS-1 binder sig til, og derved hæmmer, Grb2, der blandt andet starter MAPK pathway’en 
hvilket igen betyder at proliferationen nedsættes. Se figur 3.11 [Reber et al., 2006]. 
 
 
Figur 3.11. SOCS-1 bindes til c-Kits KID domæne samt Grb2 hvilket bevirker at dette substrat inhiberes. 
Dette betyder at MAPK pathway’en, der startes af Grb2 hæmmes og dermed opnås nedsat cellevækst. 
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Inhibering SOCS-1 har en afgørende rolle for udviklingen af ondartede hæmatopoetiske 
tumorer forårsaget af c-Kit mutationer. Det er vist at knock-out mus, der ikke udtrykker SOCS-
1, dør efter tre uger af myeloproliferativ cancer [Rottapel et al., 2002]. Et andet medlem af 
SOCS-familien, SOCS-6, binder sig til det fosforylerede Tyr568 i JM på c-Kit, hvilket leder til 
hæmmet fosforylering af ERK-1/-2 samt p38, et andet protein i MAPK pathwayen. Dette 
medfører nedsat proliferation [Reber et al., 2006]. 
 
PKC 
Protein kinase C (PKC) er endnu en familie af kinaser. PKC er serin/theronin kinaser, der er 
vigtige for reguleringen af flere RPTK’er, her i blandt c-Kit [Rönnstrand, 2004]. PKC 
nedreguleringen af c-Kits signaler foregår ved, at fosforylere aminosyrerne Ser741 og Ser746 i c-
Kits KID. Dette medfører, at c-Kits kinase aktivitet inhiberes, hvilket er eftervist i forsøg, hvor 
man muterede Ser741 og Ser746 til Ala og fandt en markant forhøjet c-Kit kinase aktivitet. Et 
andet forsøg viste, at hvis man behandler celler med et stof, der aktiverer PKC, initierer disse 
en pathway, der fører til proteolytisk fjernelse af c-Kits ektracellulære ligandbindings domæne. 
Cellen får hermed nedsat responsrate for SCF inducerede signaler [Rönnstrand, 2004; Reber et 
al., 2006].  
 
Andre hæmmere 
Chymase er ligeledes et hæmmende protein, som kan separerer SCF fra receptordelen som 
beskrevet i afsnit 3.1. SCF kan også dissociere væk fra receptoren. Dissociation af SCF fra c-Kit 
receptoren er dog meget lille; i E.coli er dissociationskonstanten blevet målt til 4 11,35 10 s− −⋅  
[Hsu et al., 1996]. Dette betyder at ca. 1 ud af 10.000 SCF er ubundet, hvilket betyder, at 
receptoren har meget stor affinitet for SCF. 
 
Selvom cellen har en række proteiner den kan bruge til at inhibere c-Kit, kan den ikke følge 
med hvis kinasen er muteret. Dette, samt andre aspekter, i henhold til mutationer i c-Kit 
diskuteres i det følgende afsnit. 
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4. Mutationer 
Der findes forskellige typer af mutationer, som kan føre til cancer. Ofte er det mutationer i 
protoonkogener, som fører til cancer. Et protoonkogen er et gen, som koder for et protein, som 
har en vækstfremmende effekt i cellen. Når der sker en mutation i et protoonkogen, kan det 
føre til en hyperaktivering af proteinet, og cellen vil derfor dele sig ukontrolleret. Når en sådan 
mutation sker, bliver protoonkogenet til et onkogen. Dette medfører ofte, at cancer udvikles, 
på trods af at det ikke muterede allel stadig syntetiserer funktionelt protein. Mutationer i 
tumorsuppressor-gener kan også medvirke til udviklingen af cancer. Tumorsuppressor-gener 
koder for proteiner, der har DNA-stabiliserende eller en vækstregulerende funktion i cellen, 
f.eks. apoptose-fremmende proteiner. Her skal begge alleler inaktiveres, før den pågældende 
kontrolfunktion mistes [Griffiths et al. 2005, s 560]. 
 
GIST er oftest forårsaget af et muteret protein. Det er hovedsagligt mutationer i c-kit der fører 
til GIST. Mutationen ændrer på proteinets normale virkemåde i cellen. Vildtypen af c-Kit 
fremmer celledeling og inhiberer apoptose gennem pathways som beskrevet i afsnit 3.2. c-kit er 
et protoonkogen, idet øget aktivitet (Gain-of-Function) af proteinet resulterer i ukontrolleret 
celledeling. En Loss-of-Function mutation i c-kit giver sig til udtryk som mangel på forskellige 
celletyper og kan resultere i anæmi, mastcelle-mangel, hvide plamager i huden, sterilitet samt 
abnormal gastrointestinal funktion, alt efter hvilken celletype, mutationen optræder i. 
Omvendt resulterer en Gain-of-Function mutation, i c-kit, i mastcelle neoplasmer eller GIST. 
Gain-of-Function mutationer i c-Kit, findes i forskellige exons og påvirker proteinet på en 
række måder, dog udmønter de sig alle som forøget aktivitet. GIST kan også forårsages af en 
Gain-of-Function mutation i den relaterede RPTK, PDGFRA. For at forstå hvordan Imatinib 
påvirker c-Kit og PDGFRA vil vi i de følgende afsnit se nærmere på de forskellige mutationer 
 
4.1 c-kit mutationer 
I 80-90% af undersøgte GIST-patienter er der fundet en mutation i c-kit. c-kit findes på 
kromosom 4 og består af 21 exons, hvoraf der i GIST ses Gain-of-Function mutationer i exon 9, 
11, 13 eller 17 [Rubin, 2006; Corless et al., 2004]. På figur 4.1 er forekomsten af de forskellige 
mutationer illustreret. Generelt optræder der kun én mutation i c-kit pr. patient [Corless et al., 
2004; Lasota et al., 2000; Antonescu et al., 2003].  
 
I det følgende afsnit gennemgåes de forskellige kendte mutationer i c-kit, som fører til GIST.    
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Figur 4.1. Placering af mutationer i c-Kit ved GIST. Illustration af organisationen af de forskellige 
domæner i c-Kit med angivelse af mutation samt forekomst [Modificeret fra Roskoski, 2005 (B)]. 
4.1.1 Exon 11 – Juxtamembran domænet 
Mutationer i exon 11 er de mest hyppige af de mutationer, der fører til GIST.  Der er 
identificeret en bred vifte af mutationer, hvoraf de fleste findes i 5’enden og ofte involverer 
codon 557-559 [Rubin, 2006; Corless et al., 2004; Hirota et al., 2001; Antonescu et al., 2003]. Et 
andet hotspot er identificeret i 3’enden i codon 576-590, her findes mutationerne i form af 
duplikationer [Antonescu et al., 2003; Corless et al., 2004]. 
 
Mutationer i exon 11 optræder som én eller en sammenhængende kombination af følgende:    
 
• In-frame deletions (mangel af 2-16 aminosyrer).  
[Rubin, 2006; Corless et al., 2004; Hirota et al., 2001; Antonescu et al., 2003; Duensing 
et al., 2004] 
• Substitutioner.  
[Antonescu et al., 2003] 
• Insertions.  
[Rubin, 2006; Corless et al., 2004; Duensing et al., 2004] 
• Punkt mutationer (aminosyre nr. 557, 559, 560, 576).  
[Rubin, 2006; Corless et al., 2004; Hirota et al., 2001; Antonescu et al., 2003; Duensing 
et al., 2004] 
• Duplikationer (3’enden).  
[Rubin, 2006; Corless et al., 2004; Antonescu et al., 2003] 
 
Idet exon 11 er en del af JM, påvirker en mutation her c-Kits autoinhibitoriske rolle og kan 
resultere i ligand uafhængig aktivering. Virkemekanismen hertil er endnu ukendt [Lasota et al., 
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2000; Corless et al., 2004; Lux et al., 2000; Duensing et al., 2004]. Man ved dog, at aminosyrerne 
556-560 er meget vigtige for JMs autoinhibitoriske funktion. En mutation i en af disse 
aminosyrer medfører givetvis en afgørende konformationsændring, som påvirker den 
autoinhibitoriske mekanisme [Tarn et al., 2005].  
 
Et eksempel er en mutation i aminosyre 559. Hvis Val559 udskiftes med Asp påvirker dette 
konformationen i JM. En mutation i aminosyre 559 bevirker, at Trp557 ikke længere er i den 
position, som det er i den autioinhiberede konformation. I den autoinhiberede form optager 
Trp557 den plads, som Phe811 optager i den aktiverede konformation. Når c-kit er autoinhiberet 
vipper Phe811 over og binder ATP bindingssitet og blokerer dette. Se figur 4.2.  
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Figur 4.2. Exon 11 af vildtype og muteret c-Kit.  Det øverste billede viser vildtype c-Kit. De gule 
aminosyrer (nr. 556-560) er vigtige for det autoinhibitoriske domæne. På det nederste billede er c-Kit 
med mutationen Val559 til Asp. Som man kan se, ændrer denne ene mutation på c-Kits konformation. Det 
tydeligt at se, at hele juxtamembrandomænet (grøn) skifter konformation [Tarn et al.,  2005]. 
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4.1.2 Exon 9 – Det ekstracellulære domæne 
En mindre del af c-kit mutationerne i GIST findes i exon 9. Undersøgelser tyder på, at der kun 
er én primær mutation i exon 9. Mutationen ses i form af indsættelse af seks nukleotider 
(GCCTAT) ved base nr. 1530, hvilket medfører duplikation af aminosyrene Ala501 og Tyr502 
[Rubin, 2006; Lasota et al., 2000; Corless et al., 2004; Lux et al., 2000; Hirota et al., 2001; 
Antonescu et al., 2003]. I enkelte tilfælde er mutationen fundet som en duplikation af codon 
506-508 (Phe-Ala-Phe) [Rubin, 2006; Corless et al., 2004].  
 
Det vides endnu ikke hvordan en mutation i exon 9 forårsager vedvarende kinaseaktivitet, men 
en ligand uafhængig dimerisering og/eller en ødelagt evne til at bryde dimeriseringen foreslås 
som mulige årsager [Corless et al., 2004; Lux et al., 2000; Hirota et al., 2001]. Mest sandsynligt 
er det, at der sker en konformationsændring i det ekstracellulære domæne, således at c-Kit kan 
dimerisere uden at SCF er bundet til receptoren, hvilket kan medføre GIST [Lux et al., 2000]. 
Det er dog ikke påvist. Mutationen i exon 9 er oftest forbundet med GIST i tyndtarmen, idet 
95% af  de observerede exon 9 mutationer er fundet hos sådanne patienter [Corless et al., 2004].  
 
4.1.3 Exon 13 – Kinasedomæne 1 (ATP-bindings domæne) 
Mutationer i exon 13 er sjældne. Punktmutationen (base nr. 1945A til G) medfører en 
substitution af aminosyren Lys642 til Glu og giver anledning til en betydelig 
konformationsændring, idet en positivt ladet aminosyre udskiftes med en negativt ladet [Rubin, 
2006; Lasota et al., 2000; Corless et al., 2004; Lux et al., 2000]. Lys642 findes i alle tyrosin kinaser 
og anses for at være vigtig for funktionen af dette område [Lux et al., 2000]. Mutationen menes 
at stabilisere den aktive form, som dermed udøver kinaseaktivitet uden ligandbinding. Den 
præcise mekanisme kendes endnu ikke [Corless et al., 2004; Lux et al., 2000]. Dog ved man, at 
mutationen påvirker hydrogenbindingerne mellem aminosyre 642 i exon 13 og JM aminosyre 
573, 574 og 576. Se figur 4.3. Dette menes at føre til en svag aktivering af kinasen [Tarn et al., 
2005]. 
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Figur 4.3. Mutation i exon 13 (Lys642 til Glu). Den øverste figur viser vildtype c-Kit. På det nederste 
billede ses hvordan en mutation i residue 642 ændrer på hydrogenbindingerne mellem denne aminosyre 
og tre aminosyrer i juxtamembrandomænet (nr. 573, 574 og 576). Mutationen menes at medføre en svag 
aktivering af kinasen. [Tarn et al., 2005] 
4.1.4 Exon 17 – Kinase domæne 2 (A-loop) 
Mutationer i exon 17 er, ligesom mutationer i exon 13, sjældne. Hos familier, hvor GIST er 
nedarvet, ses en substitution af Glu820 til Tyr, hvorimod mutationen i somatiske GIST’er findes 
som en punktmutation af Asn822 til Lys eller His [Corless et al., 2004]. Også disse mutationer 
menes at stabilisere den aktive form af c-Kit, men den egentlige mekanisme til det kendes 
endnu ikke [Rubin, 2006; Corless et al., 2004]. 
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Tabel 4.1 samler op på de forskellige forekomne mutationer i GIST og deres indflydelse på c-
Kits funktion.   
 
Tabel 4.1. Konsekvens af mutation i c-Kit. I tabellen er de fysiske forskelle på aminosyre udskiftningerne 
i kendte mutationer beskrevet. Desuden beskrives den mulige konsekvens af de enkelte mutationer. 
[Corless et al., 2004] 
 Exon (codon) Vildtype Fysiske 
egenskaber 
Mutation Mulig konsekvens  
9 (502-503) Ala og 
Tyr 
 Duplikation Optager mere plads og 
ændrer konformationen, 
fører muligvis til 
liganduafhægighed 
 
11 (556-560) 
 
 
11 (556) 
 
11 (557) 
 
 
 
11 (559) 
 
 
 
 
11 (560) 
 
 
 
 
Gln  
 
Trp  
 
 
 
Val  
 
 
 
 
Val 
 
 
 
Polær 
 
Aromatisk 
(stor) 
 
 
Upolær 
 
 
 
 
Upolær 
Deletions,  substitutioner og 
punktmutationer 
 
His (Positiv, større) 
 
Ser (mindre, polær) /  
Gly (mindre, upolær) / Arg 
(positiv) 
 
Ala (mindre) / Cys (polær) 
/Asp (større, negativ) / Glu 
(større, negativ) / Phe (større, 
aromatisk) 
 
Glu (store, negativ) / Asp 
(negative) / Phe (store, 
aromatisk) / Gly (mindre) 
 
Mutationer i disse 
aminosyrer er kritiske, idet 
de ødelægger JMs 
autoinhibitoriske mekanisme 
ved at destabilisere den 
autoinhibiterede 
konformation af c-Kit.  
 
 
 
11(mellem 
550-580) 
 
  Deletioner Essentielle aminosyrer slettes 
og/eller konformationen 
ændres og ødelægger den 
autoinhibitoriske mekanisme 
 
11(3’er ende) 
 
  Tandem duplikationer 
 
 Optager mere plads og 
ændrer på konformationen 
og ødelægger den 
autoinhibitoriske 
mekanisme. 
 
13 (642) Lys Positiv Glu (negativ) Mutationen ændrer JMs 
binding til residue 642. 
 
17 (822) Asn Polær Lys (positiv) 
His (større, positiv) 
Ændrer konformationen og 
forstyrrer den 
autoinhiberende mekanisme. 
Imatinib til behandling af GIST                                                                       Molekylærbiologi, Modul 1, 2006 
 
 
 31
 
I litteraturen varierer den procentvise forekomst af mutationer i de enkelte exons. Denne 
variation er formentligt mere et udtryk for den anvendte metode end for reelle forskelle i 
frekvensen. Flere angiver denaturing high-performance liquid chromatography (D-HPLC) som 
den mest følsomme metode til screening for mutationer [Corless et al., 2004; Antonescu et al., 
2003]. På trods af variationen i den procentvise forekomst af mutationer i forskellige 
undersøgelser er mutationer i exon 11 dog de mest udbredte i forbindelse med GIST. Data fra 
syv grupper rundt om i verden er samlet i tabel 4.2.  
 
Tabel 4.2. Forekomst af mutationer fordelt på exons i c-Kit i GIST. Tallene er angivet i procentsatser ud 
fra den samlede datamængde i forskellige undersøgelser.  Da GIST også forekommer hos personer med 
mutationer i PDGFRA samt vildtypen af c-kit giver tallene ikke 100% for hver undersøgelse. Denne 
analyse er ikke statistisk korrekt, men den giver et samlet billede af, hvor hyppige de forskellige 
mutationer i c-Kit er i GIST. 
  Exon 9 
[%] 
Exon 11 
[%] 
Exon 13 
[%] 
Exon 17 
[%] 
Hirota et al., 2001 5 - - - 
Antonescu et al., 2003 11 67 0 0 
Rubin et al., 2001 6 71 2 2 
Lasota et al., 2000 3 52 1 0 
Corless et al., 2004 10 66 1 0,6 
Hirota et al., 1998 - 83 - - 
Lux et al., 2000 13 71 4   
Gennemsnit 8% 68% 2% < 1% 
 
4.1.5 Arvelig GIST 
Udover de somatiske sporadiske GIST’er er der også rapporteret om familier med et dominant 
nedarvningsmønster for c-kit mutationer. Ramte medlemmer i den enkelte familie har alle den 
samme c-kit mutation. 
 
På nuværende tidspunkt er der rapporteret om mindst ti familier med arvelige mutationer i c-
kit, som giver medfødt hyperplasi (øget antal ICC og dermed et tykkere cellelag i mave-tarm 
kanalen) med senere udvikling af adskillige GIST’er.  De fleste af disse GIST’er er dog godartede 
og udvikler sig måske aldrig til maligne tumorer, hvorfor de nedarvede GIST’er kan være langt 
mere udbredte end antaget, da de sjældent vil blive opdaget. Den medfødte mutation medfører 
hos nogle en hyperpigmentering i form af pletter i armhulen, ansigtet og på hænderne. 
Undersøgelser tyder på, at det kun er en mutation i aminosyre 559, som giver disse 
pigmentpletter [Corless et al., 2004]. 
 
Syv ud af de ti familier havde én mutation i exon 11, to familier havde en mutation i exon 13 
(Lys642 til Glu), mens den sidste familie havde en mutation i exon 17 (Asp820 til Tyr – kun fundet 
i arvelige GIST’er) – se figur 4.4. Som ved de somatiske mutationer er der også her forskellige 
typer mutationer i exon 11: Punktmutationer (Trp557 til Arg, Deletion559, Val559 til Ala) og 
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duplikation (CAACTT medfører indsættelse af Glu og Leu mellem codon 576 og 577) [Kitamura 
og Hirota, 2004; Isozaki et al., 2000; Hirota et al., 2002; Shinomura et al., 2005; Carballo et al., 
2005; Li et al., 2005]. 
 
 
 
Figur 4.4. Placering af arvelige mutationer i c-Kit ved GIST. Illustration af organisationen af de 
forskellige domæner i c-Kit med angivelse af de arvelige mutationer, som de findes i tumorer samt 
kimceller [Modificeret fra Roskoski, 2005 (B)]. 
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4.2 Mutationer i PDGFRA 
Det er ikke kun c-kit mutationer, der kan forårsage GIST. Mutationer i PDGFRA har ligeledes 
vist sig at kunne forårsage GIST. I GIST’er med c-kit vildtypen er der i mange tilfælde 
observeret en mutation i PDGFRA, der koder for den relaterede RPTK, PDGFRα. Der kan ikke 
skelnes imellem de effekter, de to onkoproteiner viser som følge af mutationerne [Heinrich et 
al., 2003]. Hovedparten af GIST tilfælde har en mutation i c-Kit og er PDGFRα viltyper, men i 
5-10% er der fundet en mutation i PDGFRA. Selvom disse er langt mindre udbredte end c-Kit 
mutationer, er de dog stadig interessante for forståelsen af GIST og behandlingen heraf. 
  
Der er stor lighed imellem c-Kit og PDGFRα. Begge proteiner er type III tyrosin kinaser. 
Ligheden er at finde i aminosyresekvensen. Derudover ligger deres gener i forlængelse af 
hinanden på det humane kromosom 4 [Horita et al., 2003]. PDGFRα proteinet består af 1063 
aminosyrer, og strækker sig igennem cellemembranen. Ligander binder sig til proteinet på den 
ekstracellulære side. Når en ligand bindes dannes der en dimer af to PDGFRα proteiner. Den 
ekstracellulære side består af fem Ig-lignende strukturer. Intracellulært findes det regulerende 
JM og sidst et katalytisk domæne, som vi også ser det i c-Kit [Jones og Cross, 2004]. Se figur 4.5. 
 
PDGFRβ er endnu en RPTK, der er meget nært beslægtet med PDGFRα. Liganderne for begge, 
PDGFRα og -β, er PDGFR-A,B,C og D. Tilsammen udgør disse PDGFR/PDGF-systemet. I GIST 
er en overvejende del af PDGFR-mutationerne at finde i PDGFRA, som koder for PDGFRα 
[Rossi et al., 2005; Jones og Cross, 2004]. PDGFR/PDGF systemet er essentielt for, at 
udviklingen af nyre, hjerte-kar system, hjerne, lunge og bindevæv foregår korrekt i 
embryonaludviklingen. For voksne er PDGFR/PDGF systemet vigtigt for udviklingen af nye 
blodkar, aktivering af immunsystemet og sårheling. Mutationer og abnormaliteter i 
PDGFR/PDGF systemet menes at bidrage til flere sygdomme hos mennesker, herunder GIST 
[Jones og Cross, 2004]. Da det er mutationer i PDGFRA, der er forbundet med GIST, vil vi her 
kun fokusere på disse.  
 
Man mener at mutationer i PDGFRA, ligesom mutationer i c-kit, fører til øget celledeling på 
grund af liganduafhængig aktivitet. Hermed sættes den normale reguleringsfunktion ud af 
kraft, og receptorsignaler sendes ukontrolleret videre nedstrøms for receptoren. Da PDGFRα er 
en vækstfaktor, betyder dette overordnet set, at cellevæksten øges og apoptose nedreguleres, 
hvormed neoplasmer kan udvikles [Miettinen og Lasota, 2006]. Der er fundet mutationer i tre 
områder af PDGFRA. Disse findes i exon 12, exon 14 og exon 18, svarende til de tre 
intracellulære domæner i c-Kit, exon 11, 13 og 17. Se figur 4.5. 
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Figur 4.5. Overordnet struktur af c-Kit og PDGFRα samt mutationerne fundet heri. Billedet er 
modifceret [Miettinen og Lasota, 2006].  
 
Mere end 80% af PDGFRA mutationerne er fundet i exon 18, hvor punktmutationen Asp842 til 
Val finder sted [Miettinen og Lasota, 2006]. Mutationerne i exon 14 (Asn659 til Lys, eller Asn659 
til Tyr) har vist sig i flere tilfælde at være forbundet med lav sandsynlighed for udvikling af 
maligne tumorer. Overlevelsesprognosen for patienter med mutationer i exon 14 vil derfor i de 
fleste tilfælde være gode [Lasota et al., 2006]. Mutationer i exon 12 er sjældne, og de fleste ses 
som en punktmutation (Val561 til Asp), men in-frame deletions og insertions er også observeret 
[Miettinen og Lasota, 2006]. Der er stor forskel på ladning og struktur af aminosyrerne i 
vildtypen og det muterede protein. Disse forskelle påvirker den strukturelle konformation af 
PDGFRα proteinet i en sådan grad, at mutationerne medfører liganduafhængig aktivering. 
Dette kan i sidste ende føre til udvikling af GIST. 
 
Selvom c-Kit og PDGFRα ligner hinanden meget, har det vist sig at mutationer i begge gener 
ikke optræder på samme tid [Hirota et al., 2003; Kang et al., 2005]. PDGFRα er overudtrykt i 
celler med c-kit mutation, i forhold til normale celler. Mængden af fosforyleret PDGFRα er dog 
i disse tilfælde den samme som i normale celler [Kang et al., 2005].  
 
Både c-Kit og PDGFRα regulerer de samme pathways, som er involveret i styringen af 
cellevækst. Selvom alle disse pathways er overudtrykt i forbindelse med en mutation i c-kit 
eller PDGFRA, er der stadig forskel på, hvor stor mængden af fosforylerede signalproteiner er i 
de enkelte pathways. I celler med c-kit mutation, er pSTAT3 (JAK/STAT pathway) og pAKT 
(PI3K pathway) i højere grad udtrykt end de er ved PDGFRA mutationer. Omvendt er pErk 1 
og 2 (MAPK pathway) i højere grad udtrykt ved PDGFRA mutationer end i c-kit mutationer. 
Der er ingen forskel på graden hvormed de tre proteiner STAT3, AKT eller Erk1 og 2 er 
udtrykt, for hhv. PDGFRA og c-kit mutationer. Der er altså kun en forskel at spore i antallet af 
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fosforylerede proteiner. Herudover er der hos GIST patienter med c-kit mutationer målt et 
dobbelt så højt genudtryk for 70 specifikke gener i forhold til hos patienter med PDGFRA 
mutationer. Denne forskel i udtryk af de forskellige proteiner kan bruges til molekylært at 
klassificere mutationerne [Kang et al., 2005]. 
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5. Behandling af GIST 
Mulighederne for behandling af GIST har indtil fornyligt været begrænsede. Ingen kendte 
kemoterapier havde nogen nævneværdig virkning [Goh et al., 2006], og andelen af patienter, 
der reagerede positivt, responsraten, på den konventionelle kemoterapi var under 10%. Man 
behandlede derfor ofte slet ikke disse patienter med kemoterapi [Dematteo et al., 2002]. 
Anvendelse af stråleterapi var ligeledes begrænset på grund af radioresistens kombineret med, 
at tumorens placering ofte er nær følsomme organer [Heinrich, 2006]. Eneste mulighed for 
behandling af GIST var derfor at operere og derefter observere for relaps. 
 
5.1 Kirurgisk behandling 
Den kirurgiske behandling foregår normalt ved at fjerne hele tumoren og noget af det omgivne 
væv, en såkaldt R0 resektion [Shinomura et al., 2005; Goh et al., 2006]. Selv små brudstykker 
tumor kan udvikle nye tumorer [Dematteo et al., 2002; Parfitt et al., 2006], så operationerne 
skal ske med stor omhu, da tumorerne kan være bløde og skrøbelige og let kan gå i stykker 
under operationen [Dematteo et al., 2002]. Alligevel egner GIST ’er sig relativt godt til at blive 
bortopereret, da selve tumoren ofte sidder uden på det ramte organ og ikke er diffust fordelt i 
organet. Man undgår således at bortoperere store dele af det ramte organ [Dematteo et al., 2002; 
Parfitt et al., 2006]. Dette til trods viste en undersøgelse af 80 patienter med primære GIST’er 
uden metastaser en sygdomsspecifik overlevelse på 54% efter 5 år, selvom de havde fået 
foretaget en R0 resektion. For patienter med tumorer over 10 cm var den sygdomsspecifikke 
overlevelse efter 5 år kun 20% [Dematteo et al., 2002]. Se figur 5.1.  
 
 
Figur 5.1. Sygdomsspecifik overlevelse (overlevelsesrate, hvor de dødsfald som ikke skyldes GIST er 
regnet fra) efter fuldstædig resektion af primær GIST tumor uden metastaser, som funktion af 
tumorstørelse. Tallene baserer sig på data fra 80 patienter (n = 80). Patienter med tumorer >10cm (n = 27) 
i diameter havde signifikant ringere overlevelse end de patienter med tumorer på 5-10cm (n = 30) og <5 
cm (n = 23) [Dematteo et al., 2000]. 
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For patienter med fremskreden GIST med metastaser, var overlevelsen ligeledes lav. En 
undersøgelse af 119 patienter viste en sygdomsspecifik overlevelse på kun 25% efter 5 år. Se 
figur 5.2 A. Det var kun muligt at foretage en R0 resektion på 25 af patienterne grundet deres 
fremskredne sygdom. Selvom patienterne kun fik foretaget en delvis resektion af tumoren, 
havde de stadig bedre overlevelse end de patienter, der ikke kunne opereres. Se figur 5.2 B.  
 
 
Figur 5.2. Sygdomsspecifik overlevelse af GIST patienter med metastaseret GIST. A) Samlet overlevelse af 
alle patienter. B) Overlevelse for patienter der fik foretaget resektion og patienter, hvor dette ikke var 
muligt. [Modificeret fra Gold et al., 2006] 
 
Selv efter fuldstændig operativ fjernelse af GIST ses det ofte, at patienterne efter en periode får 
relaps. GIST metastaser optræder primært på overfladen af bughinden og/eller i leveren. 
Metastaser på overfladen af bughinden kan man operere igen, men nye GIST’er vil opstå, og 
gennemsnitslevetiden efter konstatering af metastasering var kun 19 måneder i Gold et al.’s 
undersøgelse.  
 
Da operationer er forbundet med risici, må man også tage i betragtning at patienterne normalt 
er ældre mennesker; 75% er over 50 år [Rubin, 2006] med en gennemsnitsalder på ca. 60 år 
[Nilsson et al., 2005; Tran et al., 2005; Meittinen et al., 2006; Dematteo et al., 2002]. Gentagne 
operationer kan derfor tage hårdt på dem, og en medicinsk behandling ville være at foretrække. 
 
5.2 Medicinsk behandling 
Sidst i 1990’erne udviklede B. Druker i samarbejde med medicinalfirmaet Novartis et nyt, 
særdeles effektivt, medikament til behandling af Kronisk Myoloid Leukæmi (CML, prækliniske 
data 1996, og første humane data 1999). CML opstår ved at to gener fusioner og danner den 
abnormale kinase BCR-ABL, der er liganduafhængig og konstant aktiv [Manley et al., 2002]. 
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Det nye medikament kunne helbrede op til 90% af patienterne selv sent i sygdomsforløbet 
[Dematteo et al., 2002], og var et resultat af det paradigmeskift, der var sket i cancerforskningen 
grundet den nye molekylærbiologiske indsigt på området [Dematteo et al., 2002]. Det nye stof 
ramte det bestemte protein, der var kilden til canceren, dvs. det var specifikt, i modsætningen 
til langt hovedparten af den cancermedicin, der var blevet udviklet de foregående 50 år 
[Dematteo et al., 2002]. Effektiviteten af det nye medikament vakte interesse i andre grene af 
cancerforskningen, og det blev foreslået, at dette stof også kunne bruges til GIST, da begge 
sygdomme opstår på grund af ukontrollabel tyrosinkinase aktivitet. Dette medikament var 
Imatinib. 
 
5.2.1 Imatinib 
Imatinib kendes også under navne som Imatinib mesylat (INN), STI 571, Glivec/Gleevec eller 
CGP57148B, men vi vil i det følgende anvende navnet Imatinib. Imatinib er en 2-
phenylaminopyrimidin afledning, og et mesylat salt af metansulfatsyre (CH3SO3H). Den 
kemiske struktur kan ses på figur 5.3 [Glivec research today].  
  
 
 
 
Figur 5.3. Imatinib struktur. Systematisk navn:  
4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-N-[4-methyl-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl)amino]-phenyl]-
benzamide [Glivec research today]. 
 
Imatinib er en en relativ specifik tyrosin kinase inhibitor, som virker ved at blokere ATP-
bindingsstedet på en gruppe af tyrosin kinaser og herved modvirke tumorcellernes evne til at 
vokse hurtigt og dele sig uhæmmet. Der er mindst tre kendte tyrosin kinaser, som Imatinib har 
en virkning på. Dette er ABL, c-Kit og PDGFR [Nadal et al., 2004]. Alle disse tilhører 
undergruppen type III tyrosin kinaser.  
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Figur 5.4. A) Aktive form af c-Kit hvor ADP er bundet til proteinet. Aktiverings loopet (A-loop) er farvet 
rødt og autoinhibiterings domænet er lilla. B) Inaktive form af c-Kit hvor Imatinib er bundet til c-Kit 
[Antonescu et al., 2005]. 
 
På c-Kit virker Imatinib som en kompetitiv inhibitor, idet det konkurrerer med ATP om ATP-
bindingsstedet (som indikeret på figur 5.4) og stabiliserer den inaktive konformation. Imatinib 
danner fire hydrogen bindinger til henholdvis Glu640, Thr670, Cys673 og Asp810. Asp810 er en del af 
A-loop’et og er bindingssted for Mg2+ i den aktive form. Bindingen til aminosyrerne kan ses på 
figur 5.5. c-Kits kinase aktivitet er, som beskrevet i afsnit 3, første led i en kædereaktion, der 
medfører øget cellevækst og hæmmer apoptose. Imatinib er derfor en signal transduktion 
inhibitor for disse processer [Mol et al., 2004].  
 
 
Figur 5.5. Figuren viser Imatinib og dets fire bindingssites til c-Kit. 
 
Imatinib er ikke udviklet specifikt til c-Kit, og krystalstrukturen har senere afsløret, at Imatinib 
ikke passer helt ind i den autoinhiberede konformation. Imatinib molekylet er for stort til at 
inducere og stabilisere den autoinhiberede form optimalt, idet det ved binding til ATP-
bindingsstedet forstyrrer JMs autoinhiberende funktion [Mol et al., 2004]. 
  
5.2.2 Imatinib til behandling af GIST 
Efter in vitro forsøg i 1999 indikerede, at Imatinib også kunne have en effekt på GIST, blev den 
første patient med GIST-metastaser i starten af år 2000 behandlet med Imatinib i Finland 
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[Dematteo et al., 2002]. Resultatet var så lovende, at det første kliniske studie på patienter med 
fremskreden GIST blev startet op i juli 2000. De første data viste en responsrate på ca. 60%, og 
flere studier fulgte hurtigt efter [Dematteo et al., 2002]. I 2002 blev Imatinib godkendt af US 
Food and Drug Administration (FDA) til behandling af GIST-patienter med metastaser, eller 
hvor operation ikke er mulig [Corless et al., 2004]. Da patienterne responderede meget 
forskelligt på Imatinib, blev der indledt undersøgelser for at forsøge at klarlægge, hvad der 
gjorde, at kun nogle patienter responderede på Imatinib. Det blev undersøgt, hvilke mutationer 
i c-kit og PDGRFA patienterne havde. Det viste sig, at en del patienter med mutationer i c-kit 
responderende godt på Imatinib, mens patienter med mutation i PDGFRA kun viste ringe 
respons på Imatinib. Hos patienter med mutationer i c-kit kunne der konstateres en god effekt 
hos patienter med mutationer i exon 11 og i mindre grad hos patienter med mutationer i exon 9 
[Parfitt et al., 2006]. Det lille antal patienter med mutationer i exon 13 og exon 17 gør det svært 
at konstatere noget overordnet for disse. Det tyder dog på, at patienter med mutationer i exon 
17 (AL) ikke har gavn af Imatinib [Antonescu et al., 2005].  Effekten af Imatinib er opsummeret 
i tabel 5.1.  
 
 
Tabel 5.1. Delvis respons rate på Imatinib behandling [Heinrich, 2006]. 
Studie c-Kit mutation PDGFRA 
mutation 
Ingen 
mutation 
 Exon 9 Exon 11 Exon 13 Exon 17   
EORTC 25 83 0 - 0 33 
US-Finland 47,8 83,5 - - - 0 
US-Canadian 40 67 4 - - 39 
Gennemsnit 38% 78% - - -  
 
Denne viden gør, at man nu med en vis sandsynlighed kan forudsige hvilke patienter, der vil 
have glæde af en behandling med Imatinib, da man kan undersøge hvilken mutation, der har 
forårsaget GIST’en. 
 
Bivirkninger  
Som ved de fleste andre medikamenter er der ligeledes bivirkninger ved behandling med 
Imatinib. De mest almindelige er anæmi (mangel på røde blodlegemer), periorbitale 
væskeansamlinger (væskeansamlinger i øjenhulen), kvalme, diarré, træthed, muskelkramper, 
neutropeni (mangel på neutrofile hvide blodlegemer) og hududslæt.  Dødsfald er rapporteret i 
op til 2% af patienterne og skyldes primært blødninger eller leverforgiftning [Giorgi et al., 
2005]. Blødningerne kan skyldes tumor nedbrydningen [Dematteo et al., 2002]. Forsøg med 
Imatinib på kaniner har ført til abort, men det tyder ikke på, at Imatinib har denne effekt hos 
mennesker. Det frarådes dog at benytte stoffet, hvis patienten er gravid eller ammende [Nadal 
et al., 2004]. Dette er dog ikke så aktuelt for behandling af GIST, da det jo primært rammer 
ældre. 
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Resistens mod Imatinib 
En del GIST patienter udvikler resistens efter nogen tids behandling med Imatinib (median ~ 2 
år). Undersøgelser tyder på, at resistensen udspringer af sekundære mutationer i c-kit 
[Antonescu et al., 2005; Tamborini et al., 2004; Chen et al., 2004 ]. Figur 5.6 angiver placering 
samt type af sekundære mutationer i c-Kit. Det tyder på, at det oftest er patienter med en 
primær mutation i exon 11, som efter behandling udvikler en sekundær mutation i enten exon 
13, 14 eller 17 [Antonescu et al., 2005].  
 
 
Figur 5.6. Sekundære mutationer i c-Kit efter udvikling af resistens overfor Imatinib. Data fra Heinrich, 
2006. 
 
Flere mekanismer kan være medvirkende til resistensudvikling overfor Imatinib. De sekundære 
mutationer i exon 17 (AL) kan ændre på c-Kits konformation således, at Imatinib ikke længere 
kan binde sig til proteinet. Ud fra Antonescu et al.’s undersøgelse er substitutioner i exon 17 
den hyppigst forekommende sekundære mutation hos patienter med mutation i exon 11. Disse 
substitutioner sker ved at Asp820 udskiftes med Tyr, Asn822 udskiftes med Lys, eller Tyr823 
udskiftes med Asp, se tabel 5.2. 
 
En anden mulighed er, at mutationen sker i kinase domæne 1 (ATP-bindingsdomænet), hvor 
Imatinib bindes til c-Kit, hvilket medfører, at Imatinib ikke længere kan bindes [Antonescu et 
al., 2005]. Se figur 5.7.  
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Figur 5.7. Figuren viser hvordan Imatinib (blå-lilla struktur i centret af billedet) bindes til kinase 
domæne 1. Resistens mod Imatinib optræder blandt andet, når der er sket en mutation i ét af de tre 
bindingssteder Glu640, Thr670 og Cys673 [Modificeret fra Mol et al., 2004]. 
  
En undersøgelse viser, at en mutation i exon 14 kan medføre resistens. Det er substitution af 
Thr670 med Ile, som eliminerer den ene af Imatinibs fire bindinger, hvorved bindingsevnen til c-
Kit mindskes [Tamborini et al., 2004]. En tilsvarende mutation er kendt i CML for at have 
samme effekt på Imatinibs evne til at binde til ABL-BCR kinasen. Tilsvarende er der også 
fundet en mutation i exon 13, som giver resistens mod Imatinib. Her er det Val654 som udskiftes 
med Ala og medfører en konformationsændring, som ændrer på c-Kits affinitet for Imatinib 
[Chen et al., 2004]. 
 
I tabel 5.2 opsummeres de forskellige sekundære mutationer, og hvilke konsekvenser 
mutationerne har for behandlingen med Imatinib. 
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Tabel 5.2. Konsekvens af sekundær mutation i c-kit (exon, vildtype og mutationer; data fra Heinrich, 
2006) 
Exon 
(codon) 
Vildtype Fysiske 
egenskaber 
Mutation Fysiske forskelle Mulig konsekvens 
13 (654) Val Upolær Ala Mindre Konformationsændring, 
ændrer affiniteten for 
Imatinib 
14 (670) Thr Polær Ile 
Glu 
Upolær 
Negativ 
Eliminerer en 
hydrogenbinding til 
Imatinib 
17 (816) 
 
17 (820) 
17 (822) 
 
17 (823) 
Asp 
 
Asp 
Asn 
 
Tyr 
Negativ 
 
Negativ 
Polær 
 
Polær 
Glu / Gly
 
Tyr / Glu
Lys 
 
Asp 
Større/upolær, 
mindre 
Polær,større/større
Positiv, større  
 
Negativ, mindre 
Ændringer i størrelse og 
polaritet kan stabilisere 
den aktive 
konformation. 
 
Asp ligner en 
fosforyleret Tyr og 
stabiliserer derfor den 
aktive konformation 
 
5.2.3 Nye medikamenter til behandling af GIST 
I januar 2006 blev et nyt medikament godkendt af FDA til behandling af GIST. Det er stoffet 
Sunitinib (Sutent, Sunitinib maleate, SU11248), der ligesom Imatinib hæmmer specifikke type 
III tyrosin kinaser, herunder c-Kit og PDGFRα [Atkins et al., 2006]. Sunitinib minder 
strukturmæssigt meget om Imatinib, men er en smule mindre. Se figur 5.8. 
 
        
Figur 5.8. Strukturen af Sunitinib [Prenen et al, 2006]. 
 
En ex vivo undersøgelse udført af Prenen et al. viser, at sunitinib har en virkning på tumorer, 
som har udviklet resistens mod Imatinib. Resistens mod Imatinib kommer som nævnt ofte fra 
sekundære mutationer i c-Kit. Sunitinib har modsat Imatinib en positiv virkning på tumorer 
med sekundære mutationer i aminosyre 654 og 670 i henholdsvis exon 13 og 14 [Prenen et al., 
2006]. 
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I øjeblikket er der flere kliniske forsøg igang med nye medikamenter til behandling af GIST. Et 
udpluk af disse er samlet i tabel 5.3. Her fremgår det også, at Imatinib undersøges med henblik 
på brug til patienter med primære GIST’er [National Cancer Institute, 2006]. 
 
Tabel 5.3. Eksempler på kliniske studier af GIST [National Cancer Institute 2006 ]. 
Medikament Beskrivelse Formål 
Erlotinib i 
kombination 
med 
Cetuximab 
Cetuximab er et monoklonalt 
antistof, som bindes til EGFR. 
Erlotinib er en epidermal growth 
factor receptor (EGFR) tyrosin 
kinase inhibitor, som kan hæmme 
væksten af tumorceller.  
Undersøge bivirkninger, dose 
samt effekt på bl.a. fremskreden 
GIST 
Sorafenib 
efter tidligere 
behandling 
med Imatinib 
eller 
Sunitinib 
Sorafenib tilhører gruppen af Raf 
kinase inhibitorer, VEGF receptor 
inhibitorer og angiogenesis 
inhibitorer. 
Behandling af fremskreden GIST 
som ikke responderer på 
imatinib og Sunitinib 
PTK787/ZK2
22584 
PTK787/ZK222584 er en tyrosin 
kinase inhibitor 
Undersøge sikkerhed og effekt 
på Imatinib resistente GIST 
metastaser 
AZD2171 Ikke angivet Undersøge effekt på Imatnib 
resistente GIST  
IPI-504 IPI-504 er en Hsp90 inhibitor. 
Hsp90 er involveret i korrekt 
funktion af proteiner som AKT, 
Her-2,Bcr-Abl, PDGFRα og c-Kit. 
Behandling af fremskreden 
GIST, som har fejlet tidligere 
behandling 
Imatinib med 
eller uden 
Bevacizumab 
Bevacizumab binder til vascular 
endothelial growth factor (VEGF) 
og kan stoppe væksten af nye 
blodårer til tumoren. 
Behandling af fremskreden GIST 
Imatinib eller 
observation 
Imatinib contra ingen behandling. Behandling af primær 
(lokaliseret) GIST 
 
5.3 Status på behandling af GIST 
Selv efter at man er begyndt at bruge Imatinib i behandlingen, er operation stadig den 
foretrukne måde at behandle GIST på [Shinomura et al., 2005; Goh et al., 2006]. De fleste 
patienter udvikler resistens over for Imatinib efter nogle års behandling [Joensuu, 2006], og det 
skal derfor vurderes, hvornår man vil sætte ind med Imatinib behandlingen, da den har en 
begrænset virketid - i omegnen af to år [Joensuu, 2006]. Imatinib har dog den fordel at det kan 
bruges til at nedbryde inoperable primære tumorer så meget, at de bliver i stand til at blive 
opereret. På den måde kan Imatinib indirekte være med til at helbrede patienten, selvom 
resektionen stadig er hovedbehandlingsformen. Imatinib kan således forbedre den specifikke 
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overlevelse efter to år, med ca. 20% [Gold et al., 2006]. Danske GIST-patienter, som er blevet 
resistente overfor Imatinib har desuden muligheden for at blive behandlet med Sunitinib, da 
det blev godkendt i EU i juli 2006 af European Medicines Agency (Emea). Sunitinib er kun 
godkendt til brug hos GIST patienter, hvor behandling med Imatinib er fejlet [Emea]. 
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6. Diskussion  
Indledningsvis vil vi diskutere nogle af de væsentligste usikkerheder, som vi er stødt på i 
litteraturen omkring den strukturelle opbygning og funktion af c-Kit. Derefter vil vi på et 
molekylærbiologisk plan diskuterer årsagen til GIST, og til sidst ses der på, hvorledes GIST 
behandlingen kan optimeres, bl.a. ved videreudvikling af TT’er.  
 
6.1 Uklarheder i forhold til c-Kits funktion  
I forbindelse med dette case study, er det blevet klart, at der er nogle sammenhænge i c-Kits 
funktion, som vi ikke har fundet det muligt at gøre rede for. Herunder vil vi præsentere de 
uafklarede spørgsmål samt de områder, hvor forskerne er uenige. 
  
Broudy et al. viste i 2001 in vitro, at der sker en kløvning af det ekstracelullære domæne 
[Broudy et al., 2001]. Umiddelbart har ingen til dato fastlagt, hvordan kløvningen af det 
ekstracellulære domæne påvirker den intracellulære del. Broudys opdagelse virker efter vores 
overbevisning ret essentiel for funktionen og reguleringen af c-Kit. Vi finder det derfor 
besynderligt, at andre tilsyneladende ikke har lagt så meget vægt på dette i deres beskrivelse af 
c-Kit. Det skal dog nævnes at de fleste forskere, som har været med til at finde strukturen af c-
Kit, ofte kun interesserer sig for den intracellulære del af c-Kit, hvilket kan forklare deres 
manglende beskrivelse af den ekstracellulære del. På den anden side kan det også være, at 
andre forskergrupper ikke finder Broudys resultater troværdige. 
 
Såfremt kløvningen sker, må det betyde én af to ting:  
1) Kløvningen forstyrrer ikke den intracellulære konformation og påvirker således ikke 
aktiviteten af c-Kit. Hvis dette er sandt, vil det betyde, at SCF primært har en aktiverende 
funktion, da den ikke kan regulere en kløvet c-Kit.  
2) Kløvningen ændrer på konformationen af det intracellulære domæne. Hvis dette er tilfældet, 
kunne kløvningen have en regulatorisk rolle, idet den måske kunne medvirke til at bringe 
kinaserne i deres inaktive konformation. 
 
Vi har ikke fundet belæg for hverken den første eller den anden teori. I forlængelse af dette 
kunne være interessant at se på, hvornår kløvningen finder sted i forhold til aktiveringen af c-
Kit. 
 
Mol et al., 2004, kan ikke forklare, hvordan c-Kit kan forblive i den autoinhiberede 
konformation, efter at den er blevet de-fosforyleret af SHP1, som er en naturlig nedregulator af 
c-Kit. Vi er ikke helt klar over, om Mol et al. mener at de-fosforyleringen af c-Kit betyder, at 
de igen bliver monomerer, eller om de forbliver dimeriseret, men stadig inaktive. Hvis han 
mener, at c-Kit bliver til monomere, kunne Broudys påstand fra 2001 med hensyn til 
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kløvningen af det ekstracellulære domæne, som ikke påvirke den intracellulære del, forklare 
hvordan de forbliver inaktive efter de-fosforlering, da de i så fald ikke kan dimerisere igen. 
 
Yderligere finder vi det usikkert, hvorvidt c-Kit kan være aktiv som monomer. Hvis c-Kit er 
muteret, så den ikke kan autoinhibere, burde den i princippet være aktiv. Modargumentet for 
denne påstand kunne være, at monomeren ikke har en makker at blive forforyleret af, og 
derfor ikke kan tiltrække de nødvendige proteiner. Der ligger dog også den mulighed at nogle 
aminosyre-substitutioner kan agere fosforyleret Tyr, hvilket kan være grunden til at c-Kit 
muligvis er aktiv som monomer. 
 
Disse usikkerheder grunder i, at forskning tager tid, og at det nogle gange er svært at designe 
forsøg, der viser sammenhængen imellem to molekyler, fordi sammenhængene i cellen er så 
komplekse. Alligevel understreger disse usikkerheder, hvor vigtig forskningen er for at udrydde 
misforståelser og give en bedre forståelse af årsagen til en sygdom samt muligheden for at 
designe et perfekt TT hertil.  
 
6.2 Årsag til GIST 
Den molekylærbiologiske årsag til cancer er, at der sker nogle afgørende mutationer i genomet, 
som fører til ukontrolleret cellevækst. I tilfældet med GIST er det ofte bestemte mutationer i c-
kit, som i sidste ende fører til en tumor.  
 
Den hyppigste årsag til GIST er mutationer i c-kit i exon 11 (JM). Denne mutation findes i 68% 
af alle GIST’er, som er forårsaget af mutationer i c-Kit (tabel 4.2.). Mutationer i exon 11 er 
fordelt over hele domænet og er af varierende art. Dette indikerer, at JM spiller en vigtig rolle i 
c-Kits normale funktion, da næsten alle mutationer i dette domæne medfører øget aktivitet. 
Dette stemmer fint overens med teorien, da JM styrer autoinhiberingen af c-Kit ved at ændre 
på konformationen af kinasen. Derfor vil mutationer i JM-domænet forårsage, at kinasen ikke 
kan autoinhibere, og proliferationen øges som konsekvens af den konstant aktive c-Kit. 
 
Omkring 8% af GIST, som er forårsaget af c-Kit mutationer, skyldes mutationer i c-kit i exon 9, 
det ekstracellulære domæne (tabel 4.2). Her er der primært observeret en bestemt mutation, en 
insertion på seks basepar, svarende til to aminosyrer. Der er nogen usikkerhed omkring den 
strukturelle ændring, mutationen frembringer. Mest sandsynligt er det, at der sker en 
konformationsændring i det ekstracellulære domæne, således at c-Kit kan dimerisere uden at 
SCF er bundet til receptoren, hvilket kan medføre GIST [Lux et al., 2000]. Hvis dette er 
tilfældet må SCF have en regulerende og ikke kun en aktiverende effekt. 
 
Man kunne forvente, at A-loop’et (exon 17), ligesom JM, ville være meget følsomt overfor 
mutationer i den autoinhiberede konformation, da det virker som et pseudosubstrat i det aktive 
site [Mol et al., 2004] og derved har en afgørende rolle. Det er dog kun under 1% af GIST-
patienter, der har denne mutation i c-kit (tabel 4.2). Mutationen sker ofte i Asn822, som ændres 
til Lys eller His, der begge er større end Asn. Lys er tilmed positiv hvorimod Asn er neutral 
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men polær. Det kan derfor tænkes at ændringen destabiliserer den inaktive konformation 
[Antonesco et al., 2005]. 
 
De ovenstående mutationer i c-Kit findes tilsammen i ca. 80-90% af alle GIST’er. Herudover 
står mutationer i PDGFRα for ca. 5-10% af GIST tilfældene . Mutationerne i PDGFRA findes i 
exon 12, 14 og 18, hvilket svarer til de tre intracellulære exons; 11, 13 og 17 i c-Kit [Miettinen 
og Lasota, 2006]. 
 
Hidtil har man ikke fundet GIST’er med mutationer i både c-kit og PDGFRA, hvilket tyder på 
at disse to mutationer udelukker hinanden [Hirota et al., 2003; Kang et al., 2005]. En forklaring 
kunne være, at en mutation i begge tyrosin kinaser, bevirker at cellen går i apoptose som følge 
af et for voldsomt vækstsignal. Umiddelbart har vi ikke fundet kilder, der har kunnet 
dokumentere, hvordan denne dobbelt-mutation påvirker cellen, men det kunne være 
interessant at undersøge dette nærmere. Det er desuden påfaldende, at enkelte GIST’er hverken 
har mutationer i c-kit eller PDGFRA.  En mulig forklaring kan være, at disse GIST’er stammer 
fra Loss-of-Function mutationer i generne, som koder for de naturlige hæmmere af c-Kit og 
PDGRFα., f.eks. SHP1. Hvis de andre naturlige hæmmere ikke er kraftige nok til at holde c-Kit 
”i skak”, vil c-Kit inducere celledeling. 
 
På baggrund af ovenstående årsager til GIST bør man satse på at udvikle TT’er, der virker på c-
Kit med mutationer i JM, da disse er de hyppigst forekommende. På den anden side sker der 
mange forskellige mutationer i JM, så mange TT’er er påkrævet. Det kunne også være smart at 
designe nogle TT’er som er rettet mod de sekundære mutationer, som måtte opstå under 
behandlingen i forbindelse med udvikling af resistens.  
 
6.3 Optimering af behandling og udvikling af targeted therapeutics 
I Danmark diagnosticeres GIST bl.a. ved at farve for markører i tumorceller. Man kan ikke ud 
fra denne metode fastslå hvilke mutationer i c-kit, der ligger til grund for GIST’ens opståen. 
Behandlingen består primært i operation og evt. Imatinib ved fremskreden GIST. Kliniske 
studier viser, at patienter responderer forskelligt på behandling med Imatinib, afhængig af 
hvilken mutation de har. Eksempelvis responderer 78% (tabel 5.1) med mutation i exon 11 på 
Imatinib, mens kun få patienter med mutationer i exon 13, 17 og PDGFRA oplever en effekt 
[Heinrich et al., 2006]. Efter gennemsnitligt to år udvikler GIST patienterne resistens mod 
Imatinib [Antonesco et al., 2005], men man bør passe på med at stoppe behandlingen, da der i 
nogle patienter stadig kan findes metastaser, der endnu ikke er resistente. Tager man således 
Imatinib fra patienterne, vil disse ikke-resistente metastaser igen vokse uhæmmet [Heinrich et 
al., 2006, Juensuu et al., 2006].  
 
Ved at screene GIST’er for mutationer i c-kit og PDGFRA, kan man målrette behandlingen 
således, at man kun giver Imatinib til patienter med c-kit mutationer i exon 11 og evt. exon 9, 
hvor 38% responderer (tabel 5.1). Screening foregår de fleste steder stadig kun i 
forskningsøjemed, så hos de fleste patienter, kendes mutationen ikke. Da de fleste mutationer 
findes i exon 11, virker Imatinib på en stor del af patienterne. Det kan derfor diskuteres, om 
udgiften til screening kan opveje antallet af patienter, der har nytte af denne viden. På sigt kan 
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en sådan undersøgelse dog blive relevant, efterhånden som nye medikamenter, rettet mod de 
enkelte mutationer, kommer til. 
 
Det kan diskuteres, om det er hensigtsmæssigt, at man i øjeblikket uden forudgående 
mutationsscreening giver alle GIST patienter med fremskreden GIST Imatinib. Men da det er 
lægernes eneste middel ud over operation, og da bivirkningerne er mindre end ved 
konventionel kemoterapi, er det svært at være modstander af denne praksis. Desuden er 
patienter med fremskrden GIST så alvorligt syge, at de sjældent har lang tid tilbage at leve i, 
hvilket gør det nemmere end normalt at få godkendt et medikament. Godkendelserne gives 
naturligvis for, at patienterne hurtigst muligt kan få glæde af de nye medikamenter. Men den 
hurtige godkendelse kan også have den utilsigtede effekt, at firmaerne ikke fortsætter 
videreudviklingen af medikamenterne, da de nu har et produkt, de kan markedsføre. På denne 
baggrund kan man argumentere for, at medikamenterne burde afprøves i flere længerevarende 
kliniske forsøg inden de godkendes. I lyset af en længere godkendelses proces skulle tilbuddet 
om deltagelse i kliniske forsøg gives til flere patienter. Der er dog nogle etiske problemer ved at 
have mange patienter i kliniske forsøg. Alvorligt syge mennesker er villige til at gå meget langt 
for at forsøge at blive helbredt, og dette åbner for at medicinalindustrien kan lave humanforsøg 
med et medikament, der ikke er tilstrækkeligt udviklet. Dette kan have nogle potentielt meget 
skadelige virkninger på patienterne, og tilsidesætter patienternes ret til en ordentlig 
behandling, mens det omvendt kan sikre dem overlevelse via hurtigere adgang til en ny 
behandling.  
 
GIST er et godt eksempel på hvor stor betydning target relateret behandling kan få i fremtiden. 
Ved at anvende det øgede kendskab til de enkelte proteiners opbygning og funktion, samt de 
pathways de indgår i, kan man finde nye og mere specifikke behandlingsmetoder. Behandling 
med Imatinib er ikke uden problemer. For det første har man fundet, at der udvikles resistens 
hos mange af patienterne, og for det andet er behandlingen forbundet med bivirkninger. En del 
af forklaringen på dette kan være, at Imatinib er for stort til dets bindings-site, hvilket 
forstyrrer c-Kits autoinhiberende funktion.  
 
Et nyt medikament, Sunitinib, er allerede tilgængeligt for patienter, der er resistente overfor 
Imatinib. En mulig fordel ved Sunitinib kunne være, at det passer bedre i størrelsen til ATP-
bindings sitet, da Sunitinib er en smule mindre end Imatinib. Man ved endnu ikke, om effekten 
af Sunitinib kan kædes sammen med hvilken mutation, den enkelte patient har. Der er kun 
lavet studier, hvor man anvender Sunitinib til patienter, der i forvejen er behandlet og blevet 
resistente for Imatinib. Det kunne derfor være interessant at kende effekten af Sunitinib på 
patienter uden en forudgående Imatinib behandling. 
 
Andre behandlingsmuligheder kunne ligge i at inhibere de pathways, som c-Kit og PDGFRα 
aktiverer. Det optimale ville være at inhibere signalrækken så tidligt som muligt, for ikke at 
hæmme andre signalveje, som kan være essentielle i andre henseender. Dette kræver et 
indgående kendskab til det signalprotein, behandlingen virker på. 
 
I stedet for at hæmme proteiner i de pathways som c-Kit aktiverer, kan man forsøge at inducere 
gentranskriptionen af de signalproteiner, der naturligt nedregulerer c-Kits og PDGFRα’s 
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pathways. Disse proteiner kunne muligvis syntetiseres i laboratoriet og anvendes som 
medikament. Før man gør dette, skal man dog, for at undgå uønskede reaktioner, være sikker 
på, at man kender stoffets fulde funktion. Et eksempel på et sådant signalmolekyle, er protein 
kinase C (PKC), som hæmmer c-Kit ved at fosforylere KID. Man har forsøgt at efterligne PKC 
med medikamentet PKC412 [Debiec-Rychter et al., 2005].  
 
En anden måde man kunne behandle på, er ved at hindre translationen af det muterede gen. 
Man kan hæmme translationen ved hjælp af RNA interference (RNAi). Ved RNAi introduceres 
et stykke dobbeltstrenget RNA til cellen. Dette kløves til enkeltstrenget RNA af et 
proteinkompleks kaldet RISC (RNA induced silencing complex) og kløves igen til endnu 
mindre stykker, ca 22 basepar lange. RNAi danner et dobbeltstrenget hybrid-kompleks med 
komplementært mRNA og bremser på den måde translationen af det pågældende protein f.eks. 
c-Kit eller PDGFRα. Hvor stor komplementariteten skal være er ikke helt klarlagt, men den 
behøver ikke at være på 100%. Der er dog ved denne metode stadig en risiko for også at ramme 
det ikke-muterede mRNA. 
 
Man kunne også målrette behandlingen ved, at fremstille monoklonale antistoffer rettet mod 
eksempelvis c-Kit, PDGFRα eller en anden tumor specifik receptor. Antistofferne kan blokere 
den enkelte receptor, således at liganden ikke kan binde og aktivere proteinet. En anden 
mulighed er at antistofferne bærer en cellegift, et medikament eller en radioaktiv isotop, der 
således kun introduceres i celler, der udtrykker det protein som antistoffet er rettet imod. På 
denne måde anvendes antistofferne til at finde tumorcellerne og specifikt introducere deres 
letale bagage. [Adams og Weiner, 2005; National Cancer Institute, B]. 
 
Det står klart, at der er mange måder, hvorpå man kan ramme cancer, såfremt man kender de 
molekylærbiologiske mekanismer, der ligger til grund for denne. Generelt er det vigtigt, når 
man designer et TT, at dets specificitet er så stor som muligt, således at andre proteiner ikke 
forstyrres. Jo flere bindinger der skabes imellem TT’et og target-proteinet, jo mindre er 
sandsynligheden også for at der opstår resistens, da der skal ske flere mutationer, for at stoffet 
ikke længere kan binde. Stedet, hvor TT’et skal designes til at binde, skal derfor undersøges 
grundigt ud fra krystalstrukturen. På den måde kan man finde frem til, hvilke aminosyrer der 
kan lave bindinger til TT’et samt tilpasse strukturen af det til target-proteinets tredimensionelle 
struktur.  
 
Grunden til, at det endnu ikke er lykkedes at udvikle et perfekt TT til at hæmme, eller måske 
ligefrem helbrede GIST, kan skyldes den store variation i mutationer, der ligger til grund for 
GIST. De forskellige mutationer inducerer forskelligartede strukturelle ændringer af c-Kit.  
 
Udfordringen bliver således i fremtiden at udvikle TT’er, der er specifikke for forskellige typer 
af cancer og resistens. Her er løsningen igen at øge specificiteten, idet flere bindinger imellem 
TT’et og proteinet gør, at TT’et bliver mindre følsomt overfor sekundære mutationer i 
bindings-sitet. Hvis sekundære mutationer opstår et andet sted end i bindings-sitet og 
forårsager konformationsændringer i dette, er opgaven at have et nyt TT parat til at behandle 
med. Ideelt skulle man ende op med en oversigt, over hvilke TT’er, der kunne behandle og evt. 
kurere en given cancer. Eksempelvis en GIST forårsaget af en primær mutation i exon 11 plus 
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en sekundær mutation i exon 9. Et sådan fuldendt medikament panel er dog nok ikke realistisk 
i den nærmeste fremtid. En ting er dog sikkert – Cancerforskningen er et opprioriteret område, 
og i takt med den øgede molekylærbiologiske viden, bliver behandlingen bedre i form af bedre 
strålebehandling, bedre operationsmuligheder og en mere specifik medicinsk behandling. 
Måske er det i kombinationen af disse muligheder, kuren til cancer skal skræddersyes.  
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A.1 Diagnostik af GIST 
En tumor defineres som GIST ud fra lokalisering, histologi samt immunhistokemiske markører. 
GIST betragtes som den mest almindelige gastrointestinale mesenchymale tumor, men blev 
tidligere ofte klassificeret som smooth muscle tumor. Identificeringen af c-Kit (CD117) 
positivitet som en markør for GIST lettede adskillelsen af de to tumor typer samt en tredje 
gastrointestinal mesenchymal tumor, Schwannoma. Sammen med markørerne Desmin og 
S100-protein kan de gastrointestinale mesenchymale tumorer differentieres som beskrevet på 
figur A.1. En stor del af GIST’er udtrykker CD34, og da ICC er de eneste CD34 positive celler i 
den humane gastrointestinale væg, menes GIST at være et ICC neoplasme [Hirota og Isozaki, 
2006]. 
 
 
Figur A.1. Flowdiagram over diagnose af  gastrointestinale mesenchymale tumorer ved 
anvendelse af immunhistokemiske markører for c-Kit (CD117), CD34, desmin og S-100 
protein. c-Kit-negative og CD34-positive gastrointestinale mesenchymale tumorer kan være 
solitary fibrous tumorer [Hirota og Isozaki, 2006]. 
 
Tilbage er stadig en gruppe c-Kit-negative tumorer [Bauer et al, 2003], hvor en screening for 
mutationer i c-kit eller PDGFRA kan bekræfte, om GIST’en er fremkommet af en mutation i et 
af disse gener. Endvidere kan en sådan genanalyse anvendes til at vurdere effekten af en evt. 
behandling med Imatinib, som omtales nærmere i afsnit 5 [Hirota og Isozaki, 2006]. 
 
Genekspessionsstudier af GIST har identificeret to andre markører, Protein kinase C theta 
(PKCθ) og Discovered On GIST 1 (DOG1). Begge er mulige kandidater til diagnosticering af 
GIST [Rubin, 2006]. Tabel A.1 viser den immunhistokemiske profil af GIST. 
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Tabel A.1 Immunhistokemisk profil for GIST. [*Parfitt el al., 2006; **Rubin, 2006; Heinrich, 
2006; Marenholz et al., 2004; Paulin og Li, 2004]. 
 Markør* Positivitet (%)* Beskrivelse** 
CD117 95 Markør for c-Kit 
CD34 70 Markør for stam-/progenitor celler 
S100 5 Calcium bindende protein, ukendt 
funktion i cancerceller 
Desmin 2 Filament i bl.a. glat muskulatur 
PKC-θ 72-100 Signal molekyle i bl.a. T-celle 
aktivering og muskel signal 
transduktion 
DOG1 98 Ukendt 
 
Imatinib til behandling af GIST                                                                       Molekylærbiologi, Modul 1, 2006 
 
 
 54
Ordliste 
A-loop: Aktivation loop 
ABL: Abelson Tyrosin Kinase 
AKT: (også kaldet protein kinase B) isoleret fra retrovirus AKT8 
BCR: B-cell antigen receptor 
CaMK: Calmodulin-afhængige protein kinase 
CD: Cluster of Differentiation 
CML: Kronisk Myoloid Leukemi 
D-HPLC: Denaturing high-performance liquid chromatography 
DOG: Discovered On GIST 
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 
EMEA: European Medicines Agency 
ER: Endoplasmatisk Reticulum 
ERK: Extracellular Signalregulated Kinase 
FDA: US Food and Drug Administration 
GIST: Gastrointestinale stromale tumor 
Grb: Growth factor receptor bound 
ICC: Interstitial Cells of Cajal 
IG: Immunoglobulin 
JAK: Janus Kinase 
JM: Juxtamembran 
KID: Kinase Insert Domæne 
MAPK: Mitogen Aktiverede Protein Kinase 
MEK: Mitogen Extracellular Signalregulated Kinase 
PDGFRα/PDGFRA: Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha 
PDK: Phosphoinositid Dependent Protein Kinase 
PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-diphosphate 
PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 
PLCγ: Fosfolipase C 
PKC: Protein Kinase C 
RNAi: RNA interference 
RPTK: Receptor Protein Tyrosin Kinase 
RISC: RNA induced silencing complex 
SCF: Stamcelle Faktor 
SFK: Src Family Kinases 
SH: Src Homology 
SHP: Src Homology Phosphatase 
SOCS: Suppressors Of Cytokine Signaling 
Sos: Son of sevenless 
STAT: Signal Transducers and Aktivators of Transcription 
TT: Targeted Therapeutics 
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